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Photometrische Bilirubinbestimmung. 
Von 
L. Jendrassik und R. A. Cleghorn. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Pées, Ungarn.) 
(Eingegangen am 10, Oktober 1956.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Schon Hijmans van den Bergh, der die Ehrlich- Préschersche Diazo- 
reaktion als erster zur Bestimmung des Serumbilirubins verwandte, 
wubte, daB sein Verfahren in den sogenannten direkt positiven Fallen 
keinen vollen Wert zu ermitteln gestattet (1). Der Fehler wird durch 
das ausgefallte Eiwei verursacht, welches einen betrachtlichen Teil 
des Bilirubins adsorbiert. Die Methode, welche einer von uns in Ge- 
meinschaft mit A. Czike (1927 bis 1928) mitgeteilt hat (2), versuchte 
diesen Fehler auszuschlieBen. In der Tat konnte gezeigt werden, dab 
diese Methode allen damals bekannten iiberlegen war, und auch voll- 
stindigere Werte lieferte als die Methode von Thannhauser und An- 
dersen. Ihre Vorteile wurden von mehreren Seiten bestatigt, so von 
Fissinger, Jourdain, Toisoul (3), Maccheriné (4), Dominici und Marengo (5). 
Heilmeyer und Krebs (6) haben die Methode fiir das Pulfrichsche 
Stufenphotometer umgearbeitet. Thiel und Peter (7) halten sie fiir 
ein allgemein anwendbares Normalverfahren. 

Trotz der relativen Brauchbarkeit unserer Methode, muBten wir 
jedoch alsbald erkennen, daB auch das Azobilirubin sowohl von dem 
EiweiBniederschlag als auch vom Filtrierpapier nicht unbetriachtlich 
adsorbiert wird. Es gelang uns auch diesen Effekt durch Zugabe einer 
neutralen Mischung von gesattigtem Natriumcitrat und Citronensdure 
auszuschlieBen. Die Verwendung des Stufenphotometers jedoch er- 
moglicht es, zu einem noch genaueren und einfacheren Verfahren zu 
gelangen. 

Bei der zu beschreibenden Methode wird als Katalysator ebenfalls 
Coffein-Natriumbenzoat verwendet, wie bei dem Verfahren von Enriquez 
und Sivd (8), welche diese von Adler und Strauss (9) gefundene Katalysator- 
substanz zuerst zum Zweck einer quantitativen Bestimmung benutzten. 
Diese kolorimetrische Methode konnte jedoch in ihrer urspriinglichen Gestalt 
keine zuverlassigen Werte liefern, da weder die von den iiblichen Farb- 
stoffen des Serums herriihrende st6rende Wirkung, noch die braunliche 
Farbung, welche auf Zugabe der Diazomischung entsteht, ausgeschaltet 
waren. Am meisten stért aber die Opaleszenz, welche oft schon im Serum 
bemerkbar ist, besonders aber jedesmal auf Zufiigung der sauren Reagens- 
mischung entsteht, hauptsichlich durch die freigemachte Benzoesaure. 
Eine durch Mirgay vorgeschlagene Verbesserung (10) kann schon aus diesem 
Grunde nicht als geniigend betrachtet werden. 
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2 L. Jendrassik u. R.A. Cleghorn: 


Auch die in den letzten Jahren fiir das Pulfrich-Photometer aus- 
yvearbeiteten Methoden lassen an Genauigkeit zu wiinschen tibrig. Das 
obenerwahnte Verfahren von Heilmeyer und Krebs ist u. a. mit dem Fehler 
der Grundmethode behaftet, der durch die Adsorption des Azofarbstoffs 
entsteht. Die neue Methode von Hijmans van den Bergh und Grotepass (11) 
ist der von Thannhauser und Andersen ahnilich und iibernimmt Fehlerquellen 
derselben, was einer von uns bereits eingehend auseinandergesetzt hat (2). 

Die Aufgabe der Bilirubinbestimmung im Blutserum ist daher 
bis heute nicht mit geniigender Genauigkeit gelést. Das zu beschreibende 
Verfahren, welches diese Liicke auszufiillen strebt, wurde in seinen 
Grundziigen im Herbst 1932 ausgearbeitet, konnte jedoch erst zu Beginn 
dieses Jahres in seine endgiiltige Form gebracht werden. Unsere Methode 
ermoglicht die Ausschaltung simtlicher obengenannten Fehlerquellen. 

Prinzip der Methode: Das auf seinen Bilirubingehalt zu unter- 
suchende Serum wird in Anwesenheit von Coffein-Natriumbenzoat 
und Natriumacetat mit diazotierter Sulfanilsiure vermischt, und die 
entstandene Farbe im Pulfrichschen Stufenphotometer gegen eine 
aihnliche, jedoch diazofreie Serumverdiinnung sowohl im Griinlicht 
(Filter S 53) als auch im Violettlicht (S 43) gemessen: Aus den beiden 
erhaltenen Extinktionswerten wird die Bilirubinkonzentration auf 
Grund einer Formel errechnet oder aus zwei Kurven additiv abgelesen. 

Losungen: 

l. Coffein-Natriumbenzoat: 30g Natriumbenzoat (D. A. B. 5) + 20¢ 
coffeinum puris. (Bayer-Meister Lucius) + 70 eem Wasser, eventuell unter 
gelindem Erwirmen geldést. 

2. Natriumacetat, */, gesittigt: 3 Volumteile -ges. Na-Acetat + 1 Vol. 
Wasser. (Ist die Zimmertemperatur nicht iiber 22°C, so sind die Lésungen | 
und 2 zu gleichen Teilen gemischt — ,,Coffeinmischung*‘ —— haltbar und 
verwendbar. Bei héherer Temperatur scheiden sich Coffeinkristalle aus.) 

3. Diazo I: 5,0 g Sulfanilsiure + 15 cem konz. HCl auf 1 Liter Wasser. 

4. Diazo II: 0,5% Natriumnitrit. 

Zum Gebrauch mischt man 10 cem I mit 0,25 cem (= 6 Tropfen) II. 


Ausfiihrung: Man bereitet zwei Reaktionsmischungen: 


I. (Hauptprobe): leem Serum + 1eem Coffein (1) + leem 
Acetat (2) + 1,5 cem Wasser + 0,5 ccm Diazomischung. 


II. (Kontrolle): 1lecem Serum + 1eem Coffein + 1eem Acetat 
+ 2eem Wasser. 

Verwenden wir die ,,Coffeinmischung*, so sind davon sinngemab 
2cem zu nehmen. Erwies sich das Serum bei der quantitativen Vorprobe 
nach Hijmans van den Bergh als direkt positiv und von hohem Bilirubin- 
gehalt, so nehme man zur Hauptprobe die doppelte Menge, also 1 eem Diazo- 
mischung (und entsprechend weniger Wasser leem). Die Berechnung 
ist dann etwas verschieden (s. unten). Noch besser ist es, in solehen 
Fallen mit 1:2—-1:5 verdiinntem Serum zu arbeiten. 

Beide Lésungen Hauptprobe und Kontrolle werden in Ge- 
faiBen von je 1 cem Schichtdicke gegeneinander auf ihre Lichtextinktion 
im Pulfrichschen Stufenphotometer untersucht und die Extinktion 
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sowohl durch das Filter S$ 53, sowie S 43 ermittelt. Die letztere Ab- 
lesung erfolge 3 bis 5 Minuten nach dem Zufiigen der Diazoniumlésung 
zu der Hauptprobe. Bezeichnet man die sich so ergebenden Extink- 
tionskoeffizienten mit °° und E*, so ist die gesuchte Bilirubinkonzen- 
tration in Milliprozenten!: 


c = 5,62 BS — 1,12 (£@ — s) CN) 
wobei s bei Verwendung von 0,5cem Diazo den Wert 0,06  besitzt, 
bei Leem Diazo das Doppelte: 0,12. 


Bei der Ablesung ist das Vorzeichen von Ef" genau zu beriicksichtigen. 
Dies kann namlich auch negativ sein und zwar dann, wenn die Kontroll- 
losung im Violettlicht starker absorbiert, wenn also auf dieser Seite der 


Tromme!l aut JD 100 eingestellt werden mu. In solechen Fallen, wenn 
(E}* ——- s) negativ ist, wird das zweite 

Glied der Gleichung positiv. Aus 56 ss es NG Sa tae Wn as te a | 

den Kurven der Abb. | ist das Re- 44} 








sultat in einfacher Weise ablesbar. 
Der Geraden 53 entsprechend findet 52 
man auf der Abszisse die der Ex- 50} (16,86) 
tinktion E£{" zugehérige Konzen- 28} 
trationskomponente in mp. Der 26! 
Wert von (E}" —- s) wird der Geraden ad | 53 
43 entsprechend aufgesucht, und gibt £2} 
an der Abszisse (in zehnmal klei { 40 
nerem Makstabe) die andere Kom- é 18} 
ponente an. War (£j 8) positiv, 16! 
so ist dieser Wert von dem ersteren 19 
abzuziehen, war er negativ, so mul} 12} 
er dazugerechnet werden. Angesichts 10) 
der vollig linearen Verhaltnisse kann 08; 
auf den Geraden der zehnfache £,- 96 
Wert aufgesucht und = der ent- OY 
sprechende Abszissenwert durch zehn ad 
geteilt werden, was besonders bei OLE DURHEBULUBEA 
niedrigen Extinktionswerten das mp-c (53) yes ae toe ee 
Ablesen wesentlich erleichtert. O G2 OY 6 08 10 12 1% 16 18 20 22 2¢ 26 28 
mp=c (43) 
Beispiele der Berechnung: 
Abb 1 
L. a 0,890, E% 0,12, 
c 5,62 . 0,89-—- 1,12 (—-0,12—- 0,06) 5,00 + 0,20 5,20 mp. 
2. EF 0,195, Ef}? = 0,08, 
c 5,62 . 0,195 — 1,12 (0,08——-0,06) 1.095 -0,022 1,073 mp. 


Sind sehr niedrige Werte zu erwarten, so nehme man sowohl fiir die 
Hauptprobe als auch fiir die Kontrolle je 2 cem Serum und weniger Wasse1 
Das Resultat ist in diesem Falle durch 2 zu teilen. Eine noch héhere Ge- 
nauigkeit erlangt man, wenn man mit doppelten Mengen arbeitet, die Licht 
extinktion bei 3em Schichtdicke abliest und daraus auf FE, umrechnet. 


‘ Wir empfehlen die Bezeichnung ,,Milliprozent‘‘ anstatt der wn- 


logischen ,,Milligrammprozent“. 
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Das Verfahren schaltet alle systematischen Fehler aus und ergibt 
den Bilirubingehalt des Serums mit einem mittleren Fehler von etwa 
1,5°,, der auch in urdmischen Fallen nicht groB ist, jedenfalls kleiner 
als bei allen bisher angegebenen Methoden. Ein weiterer Vorteil ist 
das rasche Arbeiten, da die Enteiweibung, das Filtrieren oder Zentri- 
fugieren wegfallt. 

Bemerkungen: 1. Der Subtraktionswert s der Formel N’ entspricht 
der schwachen Gelbfarbung, welche bei Anwesenheit der Coffeinmischung 
in der Diazoniumlésung selbst entsteht; wir wollen sie im folgenden mit 
, Gelbfarbung’ bezeichnen. Sie entwickelt sich allmahlich und _ erreicht 
etwa in |), Stunde ihren Endwert. Ihre véllige Ausschaltung kann mit 
Hilfe einer zweiten Kontrollfliissigkeit von folgender Zusammensetzung 
erreicht werden: 2cem Coffeinmischung + 2,5cem Wasser —+- 0,5 cem 
Diazomischung ( Losung III). Die Zufiigung des Diazo zu I (Haupt 
probe) und ITI soll méglichst gleichzeitig erfolgen. Auf die eine Seite kommt 
im Stupho: Lésung I (= Hauptprobe), dahintér in gleichem GefaB 
Wasser. Auf die andere Seite kommen die beiden Kontrollen: Lésung Il 
und III. Das Wasser kann entbehrt werdén, wenn man seine Extinktion 
einmal bestimmt hat und zu der der Hauptprobe addiert. 

Da aber eine solche Ausfiihrung der Messung im allgemeinen unbequem 
ware, und da es sich um die Beriicksichtigung eines kleineren Kontrollwertes 
handelt, ist die Subtraktion der angegebenen s-Werte geniigend. Dies 
trifft jedoch nur fiir den angegebenen Zeitintervall (3 bis 5 Min.) zu. Liest 
man EF} zu anderen Zeitpunkten ab, so sind die entsprechenden s-Werte 
die folgenden: 


‘ 


iv ae Oe SS a OR eee wR 0,01 
i aoe 4, a (3 bis 6 Minuten)... ..-s 0.08 

¥! ce ne ei Clee aM eae ek ee ep ee 0,05 
sp Pa Pate ele See Lae. aka we ae 0,06 
ee on? ee és rN ies wie che tty ake sar toss 0,07 
3) | ge ee os al Te tek Ga ok a a ee 
sg) a - (und spiter) ........ 0,09 


Da dje Gelbfarbung von der Diazoniumlésung herriihrt, so miissen die obigen 
Werte, falls mit der doppelten Menge Diazomischung gearbeitet wurde, 
ebenfalls doppelt genommen werden. 

Die Beriicksichtigung des Zeitpunkts der Ablesung ist nur fiir Filter 8 43 
wichtig. E}° erreicht seinen Endwert in 2 bis 3 Minuten und behalt ihn 
weiterhin. 

Die obenerwaihnten s-Werte sind nur fiir die angegebenen Praparate 
und bei vo6lliger Reinheit derselben giiltig. Verunreinigungen kénnen 
starkere ,,Gelbfarbungen* verursachen. Es ist daher ratsam, die Reagenzien 
wenigstens einmal zu priifen. Zu diesem Zweck verfertigt man Fliissigkeit [1] 
in zwei- bis dreifacher Menge, bestimmt EH * in einer héheren (3 em) Schicht- 
dicke und errechnet daraus E}° s. Arbeitet man mit unbekannten 
Reagenzien, so ist es am einfachsten, die Ausschaltung der Gelbfarbung 
durch Einstellung der angegebenen Kontrollen durchzufiihren. 

2. Die Ablesung im Violettlicht (S 43) ist eigentlich zur Ausschaltung 
des Einflusses einer braiunlichen Farbung nétig, welche in pathologischen 
Fallen bedeutende Gerade erreichen kann. Wir werden sie im folgenden 
, Braunfarbung’S nennen. Ihre Ausschaltung kann deswegen keine voll- 
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kommene sein, weil ihre Absorption im 53- und 43-Licht nicht immer die 
gleiche, sondern innerhalb gewisser Grenzen Schwankungen unterworfen 
ist. Bei sechwachen Braunfarbungen ist die hierdurch verursachte Fehler- 
moéglichkeit nicht bedeutend, wohl aber bei starkerer Braunfarbung. Das 
Vorhandensein einer solehen kann aber aus den abgelesenen Extinktions- 
werten, und zwar aus dem Verhaltnis EY}° : 2y° q ersehen werden. — Ist 
q - 0,2, so ist der h6chstmégliche hierdurch verursachte Fehler 2%. 
Ist q~< 0, so ist die Fehlerméglichkeit 3.0%. Fir Untersuchungs- 
zwecke ist die Methode bis zu q + 0,5 verwendbar, wobei diese Fehler- 
moglichkeit + 5,3, des Gesamtwertes ausmacht. Fiirdrztlich-diagnostische 
Zwecke sind die Bestimmungen jedoch bis zu q + 1 méglich (Fehler- 
moglichkeit 9%). 

Wir betonen, daB es sich hier nicht um einen spezifischen Fehler der 
beschriebenen Methode handelt. Der durch Braunfarbung (und Gelbfarbung) 
verursachte Fehler steckt in allen bisher geiibten Azoverfahren und konnte 
bei keinem derselben mit dem hier erreichten Grade der Genauigkeit aus- 
geschaltet werden. 


Die gleichzeitige quantitative Bestimmung des direkten und indirekten 
Bilirubins. 

Durch das beschriebene Verfahren wird auch die Lésung dieser 
Aufgabe in leichter und exakter Weise erméglicht. Nachdem das ge- 
samte Bilirubin bestimmt worden ist, wird das direkte, also auch ohne 
Coffeinkatalysator kupplungsfahige Bilirubin einfach derart  erfabt, 
da man nun die Bestimmung in der Hauptprobe ohne Coffeinmischung 
(also auch ohne Acetat) ausfiihit (1 cem Serum + 3,5 cem 0,9°% NaCl 

0,5cem Diazomischung). Als Kontrolle verwendet man die zur 
Gesamtbestimmung gebrauchte coffeinhaltige Kontrolle. 

Es ist bekannt, daB in den meisten Seren die direkte Rotfarbung 
sich erst allmahlich entwickelt. Die Ablesung mu also zu einem be- 
stimmten Zeitpunkt geschehen. Auf Grund unserer Erfahrungen 
schlagen wir hierzu 5 Minuten vor. (Im Prinzip besteht ja keine 
Schwierigkeit, die Messung in einem beliebigen Zeitpunkt vorzunehmen.) 
Die Messung durch Filter S 43 erfolgt wie gewéhnlich. 

Z. B. Gesamtbilirubin: 2,79 mp. 

Direktes Bilirubin (5 Minuten): 1,78 mp. 

Direktes Bilirubin daher: 1,78 . 100: 2,79 63,8 °, der 
Gesamtmenge. 

Indirektes Bilirubin 100 63,8 36,2°, der Gesamtmenge. 


Begriindung der Methode. 

Die EnteiweiBung wird entbehrlich, da wir die stérende Wirkung 
aller im Serum anwesenden und auBerdem auch der auf EKinwirkung 
der Diazoniumlésung entstehenden Substanzen ausschalten, — einerseits 
durch Verwendung der die gleiche Serumverdiinnung enthaltenden 
Kontrolle, andererseits durch Ermittlung der braunen Farbkomponente 
im Violettlicht. 
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Als Katalysator verwenden wir neben Coffein-Natriumbenzoat 
auch Natriumacetat, welches schon an sich einen kraftigen Reaktions- 
vermittler darstellt. Es vervollstandigt einerseits die Katalysator- 
wirkung, andererseits wirkt es als Puffer. Das Natriumacetat bestimmt 
mit voller Sicherheit den Farbton des indikatorartigen Azobilirubins 
und verhindert eine Benzoesadurefallung durch die Salzsiure der Diazo- 
mischung. Da infolgedessen keine Opaleszenz auftritt, kann die Kon- 
troll6sung mit Wasser allein verdiinnt werden, anstatt mit Diazo I- 
Lésung, welche immer bilirubinfallend wirkt und dadurch zu einem 
Fehler fiihren wiirde. 

Zur Ausiibung einer geniigenden Pufferwirkung ist die gesamte 
vorgeschlagene Menge des Natriumacetats nétig, bei kleineren Mengen 
entsteht schon Opaleszenz. Die Zusammensetzung von Diazo I und II, 
ihr Mischungsverhaltnis, ebenso die nétige Volummenge ihrer Mischuny 
wurden einer eingehenden Priifung unterzogen. Die vorgeschriebenen 
Zahlen bedeuten Optima, welche durch: mehrere Umstande bedingt 
werden. : 

Zur Formel, welche als Grundlage der Berechnung dient, fiihrt eine 
einfache Uberlegung, nur mu das Vorhandensein beider Nebenfarben, 
der ,,Gelbfarbung‘, besonders aber der ,, Braunfarbung* vor Augen gehalten 
werden. Der braunliche Azofarbstoff ist wahrscheinlich mit dem Andrewes- 
schen oder Becherschen identisch und ist besonders in Seren von Nieren- 
kranken vorhanden. Die Gelbfarbung, deren Ausschaltung bereits angegeben 
wurde, kommt wahrscheinlich dadurch zustande, daB die diazotierte Sulfanil- 
siure sich mit der nicht umgewandelten kuppelt. Beide Farbstoffe machen 
insgesamt nicht viel aus, ihr Extinktionswert entspricht gew6hnlich weniger 
als 0,2 mp Bilirubin. 

Fiir die untenstehende Ableitung nehmen wir zuerst an, daB die Billi 
rubinbestimmung durch die Kontrollmethode ausgefiihrt wurde, s also 
nicht abgezogen zu werden braucht. Die im Photometer gefundene Ex- 
tinktion setzt sich aus der des Azobilirubins und der Braunfarbung zusammen, 
vermindert um die Extinktion der Eigenfarbe des nicht verwandelten 
Bilirubins. Diese ist nur in der Kontrolle vorhanden, da sie in der Haupt- 
probe zu Azobilirubin wurde. Andere Farbstoffe und lichtabsorbierende 
Agenzien des Serums sind ohne Belang, da sie beiderseitig anwesend sind 
und einander ausgleichen. Wenn wir mit E,° die Extinktion des Azo- 
bilirubins fiir Filter 53 bezeichnen, mit E%° dieselbe fiir Filter 43, mit E 
und E}* die Extinktionen des Bilirubins, sowie mit Ej’ und Ef’ die der 
Braunfarbung, so ist nach dem Obengesagten: 


53 _. BS _ saw 3 
E* = HF E} E'; 
743 _.. was 743 4 1453 
E Ey E;, d 
Da aber, wie wir auch gefunden haben, zwischen Bilirubinkonzen 


tration und Extinktionen des nicht verwandelten bzw. zu Azofarbstoff 
verwandelten Bilirubins ein linearer Zusammenhang besteht, ist: 


3 oils oil oe en 
Ei = &, °C, E = P,°C, 


743 > 145 ; . 
E* A, ° C, E} = Po? ©, 


und 





rf 
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wobei %,, %, §, und ff, photometrisch bestimmbare Konstanten bedeuten. 
c ist die Konzentration des Bilirubins in Milliprozenten der untersuchten 
Fliissigkeit. Da E, gewoéhnlich ein Glied von niederer GréSenordnung 
darstellt, kann auch fiir diesen Farbstoff mit guter Annaiherung ein kon- 
stantes Verhaltnis seiner beiden Extinktionen angenommen werden: 
4° = 9B). Und wenn wir E)’ der Kiirze halber mit d bezeichnen, so 
ist: EM #d. Diese Werte in die obigen Gleichungen gesetzt: 
E* a,c— fP,c+d 


und 
E* Le C p,c + Od. 
Wenn wir (2, fB,) mit y, und (2%, B,) mit 7, bezeichnen, so ist: 
E* yc +d, (1) 
E* vec + Od. (2) 


Wenn wir nun ‘den aus der Gleichung (2) fiir d entwickelten Wert in die 
Gleichung (1) einsetzen, so wird: 
c Bs A ic neo (A) 
OY; V2 OY, — Ve : P 
in welcher Gleichung @, 7,, 7. Konstanten darstellen, die nur einmal be- 
stimmt zu werden brauchen, und £** sowie E* die Ergebnisse der in 1 em 
Schichtdicke ausgefiihrten Messungen sind. Wenn wir nun die Werte der 
Konstanten in die Grundgleichung A einsetzen, so erhalten wir die auf 
S.3 angegebene numerische Formel NV. 

Die Bestimmung der Konstanten. Um «, und 2, bestimmen zu kénnen, 
muBten wir einen Weg finden, das Bilirubin auch in wasseriger Lésung 
mit quantitativer Genauigkeit in Azofarbstoff verwandeln zu kénnen. 
Bisher war ein solches Verfahren nicht bekannt, und man _ pflegte 
stets mit dem Eindampfen von Chloroformlésungen zu beginnen. 
Man kann jedoch auch beim Arbeiten mit wasserigen Lésungen zu 
guten und genau reproduzierbaren Werten kommen, und zwar auf 
folgende Weise: Bilirubinpulver wird in n/10 NaOH gelést und sogleich 
mit ebensoviel Coffeinmischung versetzt, endlich mit Wasser auf das 
10- bis 20fache verdiinnt. Die Coffeinmischung vervollstandigt das 
Lésen und hemmt auBerdem auch noch die Zersetzung des Bilirubins, 
die in reinen alkalischen Lésungen schnell vor sich geht, durch die 
Coffeinlésung aber bis zu etwa 5 bis 10 Minuten praktisch verhindert 
wird. Mit dieser Bilirubinlésung wird sodann die Kupplung der obigen 
Vorschrift gemaB ausgefiihrt. 

Beispiel: Von einem Bilirubinpulver, welches im Dunkeln in einem 
CaCl,-Exsikkator mehrere Tage getrocknet wurde, werden in einem leichten 
Morser 30,0 mg abgewogen, mit 3 Tropfen n/10 NaOH verrieben, 10 cem 
derselben Lauge und sodann 10 cem Coffeinmischung zugefiigt. Die Lésung 
wird im MeBkolben mit Wasser auf 200 cem aufgefiillt (= 15 mp-Lésung). 

Hauptprobe: 10cem Bilirubinlésung + 20cem Coffeinmischung 

5,0 cem Diazomischung. Wasser bis 50,0 cem (MeBkolben). 
Leerprobe: Dasselbe, jedoch anstatt Bilirubin Wasser. (2 ccm Coffeinm. 
2,5 cem Wasser + 0,5 cem Diazom.) 
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Aus dem nach 2 bis 6 Minuten gefundenen Wert E}° 2,432 ergibt sich 
Es 2,432 
a — 0,162]. 





c 15,0 

In einem Teil dieser Bestimmungen wurde, anstatt die Leerprobe zu 
benutzen, die Gelbfarbung mittels einer Extinktionsbestimmung durch 
Filter 43 aus der zu diesem Zweck umgestalteten Grundformel errechnet. 


Diese Bestimmungen wurden anfangs mit Schuchardts Bilirubin 
(Biliphain) ausgefiihrt. Spater erhielten wir durch die Liebenswiirdigkeit 
des Herrn Professor H. Fischer (Miinchen) sein reines  Bilirubin- 
praparat und haben alle Konstanten auch damit bestimmt. In der 
endgiiltigen Gleichung N sind die Werte auf Grund des Fischerschen 
Bilirubins errechnet. Aus diesen Bestimmungen ergaben sich die Werte 
von «, wie folgt: 

Aus Schuchardts Bilirubin: 0,1610, 0,1637, 0.1638, 0,1608, 0.1623, 
0,1610 im Mittel: 0,621. 

Aus Prof. H. Fischers Bilirubin: 0,1621, 0,1608, 0,1633, 0.1642 im 
Mittel: 0,1626. 

Die wichtigste Konstante ergibt sich daher bei den beiden Praparaten 
innerhalb der Fehlergrenzen gleich. 

Der Wert von a, ist auf die Formel von geringerem EinfluB. Die 
obige Azobilirubinlésungen ergaben, mit Farbfilter S 43 untersucht, 
die folgenden Werte: Mit Schuchardts Bilirubin: 0,040, 0,040, 0,043, 
0,040, 0,042, 0,043, im Mittel: 0.0410. Mit Fischers Bilirubin (aus fiinf 
Bestimmungen im Mittel): 07,0427. 

Die Werte von /, und f, sind weniger konstant als die von a, 
was aber unwesentlich ist, da sie auf das Endergebnis nur geringen 
KinfluB ausiiben. Thre Bestimmung muB auch in demselben Medium 
erfolgen, da die Coffeinmischung die Bilirubinfarbe etwas verandert 
und vom Rétlichen ins Braunliche abwandelt. Eine weitere Steigerung 
der Menge der Coffeinmischung iibt keinen nennenswerten EinfluB 
mehr aus. Die zu diesen Bestimmungen verwandten Lésungen waren 
daher: 1 Vol. Bilirubinlésung + 2 Vol.Coffeinmischung + 2 Vol. Wasser. 

Als Mittelwerte von /, ergaben sich (Filter S 53): fiir Schuchardts 
Bilirubin 0,00772 (auf Grund von 20 Bestimmungen verschiedener 
Losungen). Fiir Fischers Bilirubin (fiinf ebensolche Bestimmungen) : 
0,00487 (hier besteht also der gréBte Unterschied zwischen den beiden 


Praparaten). 

Fir Pp, wurde gefunden (Filter S 43): mit Schuchardts Bilirubin 
0.1377 (Mittelwert aus 15 Bestimmungen), mit Fischers Bilirubin 
0.1423 (6 Bestimmungen). 

Schuchardts Bilirubin unterscheidet sich von dem reinen Fischer schen 
daher eigentlich nur durch die schwachere Absorption im griinen (530 my) 
Licht. 
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Die Bestimmung von 3. Die Kenntnis dieser Konstante ist zur 
Beriicksichtigung der ,,Braunfarbung‘: nétig, welche, wie erwahnt, 
in Fallen von Niereninsuffizienz im Serum stark hervortritt. Da sie 
gewohnlich nur kleinere Intensitaéten erreicht, wird das Resultat der 
Bilirubinbestimmung durch die Genauigkeit der Kenntnis von # nur 
wenig beeinfluBt. Es ist daher schon eine annahernde Ermittlung 
dieses Wertes geniigend. Es wiirde auch keinen wesentlichen Fehler 
bedeuten, wenn ? in Wirklichkeit nicht ganz konstant ware und in den 
verschiedenen Seren bemerkbare Unterschiede zeigen wiirde. 

Zur Bestimmung von # sind nur Seren geeignet, in welchen die 
Braunfarbung stark, der Bilirubingehalt jedoch niedrig ist, besonders 
uramische Seren mit hohem Reststickstoffgehalt. Wir bestimmten 
in diesen E*® und £8, wie fiir die Bilirubinbestimmung angegeben, 
und zogen hiervon die Werte ab, welche vom Bilirubingehalt herriihrten. 
Der Quotient der so erhaltenen Restextinktionen ergab dann #. 

Die Schwierigkeit der Bestimmung besteht darin, daB wir hierbei 
zur Ermittlung des Bilirubingehalts unsere neue Methode nicht ver- 
wenden konnten, da diese die Kenntnis von ? voraussetzt. Die ein- 
fachen kolorimetrischen Methoden sind fiir so niedrige Bilirubinkonzen- 
trationen nicht geniigend empfindlich und exakt. Am geeignetsten ist 
eine Methode, welche die Farbe des Azobilirubins in saurer Lésung ins 
Blaue verwandelt und mit Hilfe des gelben Filters (S 57) die Ablesung 
gestattet. Bei diesem Vorgehen ist die St6érung durch die Braunfarbung 
am geringsten. Eine solche Methode stellt die anfangs erwahnte Modi- 
fikation von Heilmeyer und Krebs dar, welche wir mit gewissen weiteren 
Abanderungen angewendet haben. Bei sehr starker brauner Azofarbe 
ist aber der Fehler auch dieser Methode nicht unbedeutend, weil auch 
der braune Farbstoff das gelbe Licht von der Wellenlange um 570 mu 
(S57) in bemerkbarem Grade absorbiert. Zur Korrigierung dieses 
Fehlers muB der Anteil von £°7, welcher von der braunen Farbe herrihrt, 
abgezogen werden. Die GréBe dieses Anteils ist zu ermitteln, weil sie 
durch das Ansauern nur wenig geandert (etwas erhéht) wird wie sich 
dies bei der Untersuchung analoger Substanzen des Harns erwiesen hatte. 

Der alkoholische Serumextrakt, welcher die Azofarbstoffe enthalt, 
wird also zweimal, vor und nach dem Ansauern, gemessen. Die vom 
blauen Azobilirubin herriihrende Extinktion ist dann annahernd 
ys? —. B''"' _ BE"! wobei die beiden Glieder der rechten Seite der 
Gleichung die Ergebnisse der zweiten und ersten Messung bedeuten. 
Im Wert von £°''ist auch der EinfluB des roten Azobilirubins enthalten. 
Der kleine, hierdurch verursachte Fehler wird durch die die braune 
Farbe verstarkende Wirkung der Sauerung ausgeglichen. Bei der 
Berechnung wird die bei dem Ansauern erfolgte Verdiinnung mit in 
Betracht gezogen. 
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Beispiel: Serum von O.N.(RN 115 mp). Nach der neuen Methode : 


E}” 0,076, E}* 0,216. —- Zur Bestimmung des Bilirubingehalts wurde 
der azobilirubinhaltige Extrakt nach Jendrassik-Czike hergestellt (vgl. 2) 


und durch Filter S 57 untersucht: E37 0,121. 10 cem_ desselben 
Filtrats mit 1 cem konz. Salzsdure versetzt, ergaben sodann den Wert 
ES 0,181, und bei Beriicksichtigung der Verdiinnung 0,181. 1,1 0,199 
Hiervon entspricht dem blauen Azobilirubin die Differenz 0,199 — 0,121] 

0,078. Hieraus berechneten wir den Bilirubingehalt (auf Grund der von 
uns ermittelten Konstanten und mit Beriicksichtigung des von der Ad 
sorption des Azobilirubins herriihrenden Fehlers) zu 0,151 mp. Aus diesem 
Wert erhalt man die durch das Bilirubin verursachte Extinktionen im Licht 
53 und 43 durch Multiplikation mit 7, und +, (vgl. S. 11): 


‘ 


O,1515 . O,1577 0,024 (53) 
und 
03818 ..(— 0,2) - 0,015. (43) 
Diese Werte von den obigen Extinktionswerten subtrahiert : 
E}? 0,076 —— 0,024 0,052, 
0,231 
E}" 0,216 + 0,015 = 0,231, also 8 = 1,44. 
0,052 


Solche Bestimmungen waren nur in wenigen Seren mit ent- 
sprechender Genauigkeit ausfiihrbar. Diese gaben die folgenden Werte : 
4,4, 5,6, 4,6, 5,1, 5,9, 5,7, 5,9, 4,4, Mittel: 5,20. 


Da die Chromogene der braunen Diazoreaktion normale Bestandteile 
des Harns sind, bei ungeniigender Nierenfunktion jedoch im Blute zuriick- 
gehalten werden, haben wir # auch in normalen Harnproben bestimmt. Da 
hierzu nur bilirubinfreie Harnproben zur Verwendung kamen, mute nur 
die beschriebene neue Bilirubinbestimmung statt mit Serum mit Harn 
ausgefiihrt und der erhaltene Wert #4 durch den in derselben Weise be- 
stimmten Wert fiir E® dividiert werden. Aus 16 verschiedenen Harnen 
ergab sich so als Mittelwert 3,9, ein niedrigerer Wert als beim Serum. Es 
zeigten sich hier aber auBerdem auch gréBere Unterschiede. zwischen den 
Einzelfallen, und die erhaltenen Werte lagen zwischen 2,2 und 5,3. Auch 
dieser Umstand weist darauf hin, da®B die in Seren gefundenen Unter- 
schiede ebenfalls nicht nur von einer Ungenauigkeit der Bestimmung 
herriihren, sondern da der Farbstoff selbst verschiedene Téne, also 
verschiedene #-Werte besitzen kann. 

Die braune Nebenfarbe unterscheidet sich aber vom Bilirubin ode1 
Azobilirubin immer sehr stark. Ein analoger Quotient wiirde fiir das Azo 


a ; Xo 0,0427 ; . : = 
bilirubin ergeben: — 0,262, —-Mit einer Kontrollésung wiird: 
0,1626 
Yy  —0,0996 . : 
man aber 0.1577 0,63 erhalten, also einen Wert von negativem 
"4 31577 


Vorzeichen. 

Die auf S.3 angegebene numerische Formel (.V) unserer Bili- 
rubinbestimmung ergibt sich aus der Grundformel (A), wenn wir darin 
die Werte von %, %, f,, By und # einsetzen. Da die Bestimmung von ¥ 
in nicht allzu vielen Seren vorgenommen werden konnte und mit Riick- 
sicht auf den etwas niedrigeren Mittelwert im Harn, haben wir die 
gefundene Zahl 5,2 auf 5,0 abgerundet und die Formel N auf Grund 





fo Ba. Beet ood 





le: 


de 


eli 
rt 
iy 


on 
d 
m 


ht 
3) 


53) 


ile 


Da 
ur 
rh 
e- 
eli 
Es 
en 
ch 


ny 


Iso 


le! 


LO 


ck 


mh 





Photometrische Bilirubinbestimmung. 1] 


dieses Wertes berechnet. Die Konstanten der Formel sind daher (auf 
Grund der mit Fischers Bilirubin erhaltenen Werte): 


y,; = 4 — BP, = 0,1626 -— 0,0049 0,1577, 
Vo = % — Bo = 0,0427 — 0,1423 = — 0,0996 (< — 0,1) 
09= 60. 


Die Faktoren unserer Formel NV wurden aus diesen Konstanten be- 
rechnet. 

Auf Grund der mit Schuchardts Bilirubin gefundenen Werte wiirde 
sich Formel NV in folgender Weise gestalten: 


yy = 0.1621 — 0,0077 0,154, 
Yo = 0,0410 — 01377 00967. 
Hieraus (fiir ? 5): ¢ = 5,75 EB — 1,15 (EP s). Diese Formel 


ergibt etwa 2° héhere Werte als die vorige. 


Aus der Struktur der Grundformel A folgt, dafB der Wert von # die 
Konstanten der Forme! N stark beeinfluBt. Wiirde ? sich andern, so miiBten 
auch diese stark abweichende Werte annehmen. Nehmen wir z. B. an: 


i 4, so ware: ¢ 5,48 E} 137 (Hf —s), 


id 6, ie - c 5.73 BE}? 0,953 (Ef 8), 

é C8," 55 pce 5,78 E}® — 0,893 (Ef — s). 
Erscheint aber keine Braunfirbung, so daB also (E}* 8s): Ey denselben 
Quotienten ergibt wie im Falle von reinem Azobilirubin, namlich 0.63. 


so haben alle diese Formeln den gleichen Wert, und zwar denselben, der sich 
auch aus den einfachen Formeln: 
EB; Es (£4 8) (E48 8) 
c= — oder c¢ 


v) 0,1577 Vo — 0,1] 





ergibt. 
Die Erklarung der letzteren Berechnungsart ist aus der Grundformel 4A 


| (Ef —s) 7, a ee 
verstandlich. Ist —~ —, oder E}? ny,, und £}° (korr.) Yo, 
BE} V1 
so erhalten wir, diese Werte in die Grundformel eingesetzt : 
d I NDY, —NYs 
ems *1— ny, = n. 
vy Y2 VY: — Ve vy) . 


Sind also E}® und Ef (korrig.) dieselben n-maligen Mehrfachen von +, 
und 7, so ist die Bilirubinkonzentration gleich m und daher von @ ganz 
unabhangig. 

Wie wenig in Wirklichkeit die Ungenauigkeit von # den Endwert 
beeinfluBt, mége folgendes Beispiel zeigen. Die am Photometer gefundenen 
Extinktionswerte einer Serumbilirubinbestimmung seien die folgenden: 
E;° 0,149, (E}° 8) 0,02. Daraus sind auf Grund der angegebenen 
Formeln die folgenden Konzentrationswerte erhaltlich : 


Ware 8 = 4, _ so ist c 0,844 mp ( 1.45%), 


sie oe 5, eo € 0,859 
ws b 6, ow © 0,875 ,, {( 1,87 %), 
ay a aa wow 2 0,880 ,, (+ 2,45%). 
Die Abweichungen also, welche sich solcherweise von der # 5 ent- 


sprechenden Formel ergeben, sind kleiner als 2,5°, des Gesamtwertes. 











12 L. Jendrassik u. R.A. Cleghorn: 


In den meisten Seren finden wir ahnliche Verhaltnisse. Im allgemeinen 
hangt die GréBe der Abweichung vom richtigen Wert, welche durch einen 
Unterschied von # verursacht wird, wie erwahnt vom Verhiltnis (E}° — s) 
: Hs (q) ab. 

Die auf S.5 angegebenen Gesetzmabigkeiten ergaben sich aus 
den obigen Formeln, die unter der Annahme, dap 3 4 bzw. 6,5 betrdgt, 
entwickelt wurden. Da® der Wert von %? innerhalb dieser Grenzen 
schwankt, ist auf Grund unserer Serumuntersuchungen sehr wahrschein- 
lich. Die aus diesen beiden Formeln errechneten Werte von c unter- 
scheiden sich auch bei den verschiedensten g-Werten von dem unserer 
Messungen nach richtigem c-Werte (? = 5) um nahezu denselben Betrag. 

Aus den erwahnten Griinden ist aber unsere Methode — ohne weitere 
MaBnahmen am Harn nicht anwendbar, weil dort # in weiteren Grenzen 
verainderlich ist und q immer hohe Werte hat. Nur sehr hohe Bilirubin- 
konzentrationen waren im Harn mittels unserer Methode mit brauchbarer 
Genauigkeit bestimmbar. Um unsere Methode fiir den Harn allgemein 
brauchbar zu machen, sind weitere Versuche im Gange. 

Die ,,Gelbfarbung’ kann, da sie mit der Braunfarbung gleichzeitig 
anwesend ist, nicht auf Grund der Violettextinktion abgerechnet werden. 
Das # der Gelbfarbung weicht von dem der Braunfirbung wesentlich ab 
und besitzt Werte von 20 bis 40, im Durehschnitt etwa 30. 

LaBbt man die Diazomischung ohne jede weitere Zutat stehen, so nimmt 
sie wie bekannt einen gelben Farbton an, und zwar um so schneller, 
je niedriger ihr Salzséuregehalt ist. Das Substrat dieser Gelbfarbung ist 
jedoch verschieden von jener, welche: sich in Anwesenheit der Coffein- 
mischung bildet. [hr Quotient E: 4% ist nahezu 6 und steht daher dem # 
der Braunfirbung nahe. Fiigt man der Diazomischung, nachdem sie gelb 
geworden ist, Coffeinmischung zu, so wird dieser Extinktionsquotient 
dadurch nicht geandert. Dies beweist, daB sich der Unterschied zwischen 
den Quotienten der beiden Gelbfarbungen nicht einfach durch reversible 
Einfliisse des Mediums bildet, sondern, da unter EinfluB des Coffein- 
katalysators eine andere Verbindung entsteht. 

Die Azobilirubinfarbe ist auch in reiner wasseriger L6sung fast un- 
veriinderlich. Bei genauer Intensitaétsbestimmung, also Beriicksichtigung 
der gelben Nebenfarbe, bleiben die Azobilirubinl6sungen mehrere Stunden 
lang unverindert. In geschlossenem GefaB und im Dunkeln aufbewahrt 
aindert sich die Farbe selbst wochenlang kaum. 

Bei der quantitativen Bestimmung des direkt reagierenden Bilirubins 
enthalt die Hauptprobe keine Coffeinmischung. Der hierdurch verursachte 
Fehler ist jedoch unbedeutend, weil die Lichtabsorption des unveranderten 
Serumbilirubins, ebenso des Azobilirubins fast dieselbe ist wie in Anwesenheit 
von Coffein. 

Kine Grundbedingung unserer Arbeitsweise ist, da} zwischen Farb- 
tiefe und Extinktion ein linearer Zusammenhang besteht. Tatséchlich 
entspricht das Verhalten des Azobilirubins in Anwesenheit der Coffein- 
mischung nach unseren Bestimmungen vollkommen dem Landolt- Beer- 
schen Gesetz. Dasselbe gilt fiir das Bilirubin selbst in demselben Medium. 

Als Kontrolle des Verfahrens fiihrten wir in zahlreichen Fallen auch 
Additionsmessungen aus, in denen dem Serum zugefiigtes Bilirubin 
bestimmt wurde. In solchen Fallen ist eine Beriicksichtigung der 
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Nebenfarbe unnétig, da diese im Serum und in der Additionsmischung 
in gleicher Konzentration vorkommen. Derartige Additionsbestimmun- 
gen haben wir auch mit verschiedenen Verdiinnungsreihen von Bilirubin- 
lésungen ausgefiihrt. Die Ergebnisse einer solchen Messungsreihe, 
welche zugleich die Proportionalitét mit der Konzentration beweist, 
enthalt Tabelle 1. Derartige Reihen ergaben in vier Fallen ein ebenso 
befriedigendes Ergebnis. Der Genauigkeit wird eigentlich nur durch 
die nicht vollstandige Haltba»keit der alkalischen Bilirubinlésung eine 
Grenze gesetzt. Auch bei Seren mit hohem Bilirubingehalt und posi- 
tiver Direktreaktion sind die Additionswerte befriedigend. Solche 
Messungen enthalt Tabelle Il, erginzt durch einige direkt-negative 








Seren. 
Tabelle I. 
Bilirubinlésung Unterschied Serum ‘ EY 0,135) Untersehied 
+ Bilirubinlésung 
Nr. af ¥ F b 
gefunden EBS EDS Biliru in 
mp : mp : ins- vom — mp \ 
ESS mp gesamt Bilirubin gefunden 

1 22,08 3,54 21,76 | —0,82 1,4 | 3,725 | 3,59 22,08 0 0 

2 11,04 1,78 10,90 0,14 1,3 | 1,91 1,775 10,90 0,14 i 

3 5,52 0,905 5,57) +0,05' + 0,9 | 1,05 0,915 5,62 +0,10 +1 

4 276 045 2,771 +001 +03 059 | 0455 2.79 +008 +1 

5 1,88 0,228 «1,40 +002 +1,5 0,36 | 0225 1,37 -O01 0 

Tabelle II. 
: Serum Unterschied 
. : 7 Serum- — Sernm _ Bilirubin- |. pilirabin- ° — . 
Nr. | Serum | Direkt | Bilirubin E}S ee lésung aa Mittelwert Unterschied 
mp Ey" (Fy) 0), 

1 | 8. J + 4.47 0,795 1,505 1,175 + 0,025 4 29 

ae oes ie ob 23,3 4,09 1,64 2,86 0,095 0,2 

3 ii V.R. + 4,56 0,87 1,45 1,19 + 0,03 + 2.6 

4 R. 8. + 3,68 0,736 1,39 1.085 + 0,022 + 2,1 

5 | F.J. as 17.1 3.06 5,65 4.48 + 0,125 + 29 
6 KM. + 5,98 3,84 5,44 4,52 — 0,12 2.6 

€ tt Bed + 10,67 2,00 1,84 1,88 — 0,04 2,1 
8 | N.N.| - 0,61 0,11 3,36 1,73 — 0,005 03 
9 | Gy.E. 0,92 0,165 3,60 1.87 0.015 0,8 
10 GN.| — 0,75 0,135 0,917 0,53 + 0,004 + 0,8 


Bestimmungen in Blutseren normaler und kranker Personen. 

Die beschriebene Methode wird seit fast einem Jahre als tagliches 
klinisches Gebrauchsverfahren verwendet, bisher insgesamt in 516 Fallen. 
Bei Personen, die in bezug auf den Bilirubinstoffwechsel als normal zu 
betrachten sind, fanden wir Werte mit einigen Zehnteln iiber 1 mp 
als obere Grenze. Etwa die Halfte der Normalwerte fallt zwischen 0,6 
und 1,0mp. Als Maximalwert wurde — im Falle eines mechanischen 
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Ikterus ein Blutbilirubingehalt von 51,4 mp gefunden, unseres 
Wissens nach der héchste bisher beschriebene Wert. 

Mit dem Vergleich der beschriebenen neuen Methode mit anderen 
und friiheren Verfahren wollen wir uns bei anderer Gelegenheit ein- 
vehend beschaftigen. Unsere Erfahrungen zeigen, daB nicht nur die 
Manipulationen der Bestimmungsverfahren zu Bilirubinverlust und 
fehlerhaften Ergebnissen gefiihrt hatten, sondern auch die Konzentra- 
tionen der zum kolorimetrischen Vergleich vorgeschlagenen Farblésungen 
falsch angegeben worden waren, und zwar mit bedeutenden Fehlern. 
Die unrichtigen Resultate sind auf die Zusammenwirkung verschiedener 
Fehlerquellen zuriickzufiihren. 


Zusammenfassung. 

Da auch das Azobilirubin durch den EiweiBniederschlag adsorbiert 
wird, ist zur richtigen Bestimmung des Serumbilirubins die Vermeidung 
der EiweiBfaillung erforderlich. 

Es wird eine neue Bestimmungsmethode angegeben, welche auf 
diese Weise unter Verwendung des Pulfrichschen Stufenphotometers den 
Bilirubingehalt des Blutserums in exakter Weise zu bestimmen gestattet. 

Zur Umwandlung des Bilirubins in Azofarbstoff werden als Kata- 
lysator Mischungen von Coffein, Natriumbenzoat und Natriumacetat 
verwendet. Der EinfluB anderer Serumfarbstoffe wird durch <An- 
wendung von Kontrollésungen ausgeschaltet. Zur Abrechnung braun- 
licher Azofarbungen wird die Lichtabsorption nicht nur im _ griinen 
(Filter 53), sondern auch im Violettlicht (Filter 48) bestimmt. Das 
Ergebnis wird auf Grund der gemessenen Lichtextinktionen mit Hilfe 
von zu diesem Zwecke entwickelten Formeln oder graphisch ermittelt. 

Es wird gezeigt, wie das Bilirubin in wasseriger Lésung unmittelbar 
quantitativ in Azofarbstoff umgewandelt werden kann. 

Das Verfahren ergibt in Mischungen von Seren und Bilirubin- 
lésungen genaue Additionswerte. Es vermeidet alle Verluste und gibt 
wesentlich héhere Werte als die bisherigen. 

Das Verfahren erméglicht auch die quantitative Bestimmung des 
Verhaltnisses des direkt und indirekt reagierenden Bilirubins. 
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Die Autoxydation von Ascorbinsiure und ihre Hemmung 
durch Schwefelverbindungen. 
Von 
J.C. Gosh und P. C. Rakshit. 
(Aus der chemischen Abteilung der Universitat Dacea, Indien.) 
(Eingegangen am 6. Oktober 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es ist bekannt, daB eine Lésung von Ascorbinséure einer nicht 
umkehrbaren Autoxydation unterliegt, wenn sie der Luft ausgesetzt 
ist; dabei nimmt die Geschwindigkeit der Autoxydation stark mit der 
Erhéhung des py-Wertes zu. 


Green (1) nahm an, daB die Gegenwart der reduzierten Ascorbinsaure 
in den lebenden Geweben wahrscheinlich auf Schutzstoffe zuriickzufiihren 
sei, die als Reduktionsmittel wirkten. Caro und Giani (2) beobachteten eine 
starke Schutzwirkung mit folgenden Stoffen: a) wiasserigen, alkoholischen 
und Trichloressigsiureausziigen von Geweben, b) Adenylsiure von Hefe, 
¢c) Alkalicyaniden und d) Cystin und Glutathion. Dieser Befund wurde 
bestatigt und erweitert durch Mawson (3), der den SchluB zog, daB die 
Schutzwirkung von Gewebsausziigen nicht vollkommen durch die An- 
wesenheit von Glutathion und Cystein erklirt werden kann. Er fand auBer- 
dem, daB die Ascorbinsaéure in glasdestilliertem Wasser relativ stabil ist; 
daB dagegen Kupfer und in einem geringeren Mabe auch Eisen als positive 
Katalysatoren fiir die aerobe Oxydation der Ascorbinséiure wirken. Kellic 
und Zilva (4) bezweifeln gleichwohl, daB die Ascorbinsaure in reinen wiisserigen 
Lésungen iiberhaupt einer Autoxydation unterliegt. Sie beobachteten eine 
zu vernachliassigende Schadigung des Vitamins in sorgfaltig mit Sauerstoff 
gesiittigtem, quarzdestilliertem Wasser und schlossen daraus, das in voll- 
kommen reinem Wasser die Ascorbinsaure ebenso stabil wie in fester Form 
sei, d. h. daB ihr gegeniiber Sauerstoff ohne Mitwirkung von Katalysatoren 
inaktiv bleibe. 

Barron, De Meio und Klempera (5) fanden bei sorgfailtiger Verwendung 
von Lésungen vollkommen kupferfreier, umkristallisierter natiirlicher 
Ascorbinsiiure (Merck), daB die Oxydation durch atmosphirischen Sauer- 
stoff bei 25° C und bei verschiedenen py-Werten aufwarts bis py 7,6 keine 
meBbaren Betrige lieferte, daB jedoch oberhalb py 8,0 die Ascorbinséure- 
lésung autoxydabel wurde. Eine Oxydation unterhalb py 8,0 ist auf die 
starke katalytische Wirkung von Kupfersalzen zuriickzufiihren. Salze 
von Eisen, Mangan, Nickel und Kobalt, sowie Hiamin waren ohne Einfluf, 
wahrend Hamochromogene katalytische Wirkung zeigten. 

Falls die Ansichten von Barron und Mitarbeitern (5) und von 
Zilva und Kellie (4) zutreffen, miBte die von Caro und Giani (2) und 
Mawson (3) beobachtete Schutzwirkung durch die Entfernung des 
Kupfers aus dem System durch Stoffe wie Glutathion und Cyanide 
verursacht sein. Die vorliegende Untersuchung wurde vorgenommen 
um den wirklichen Mechanismus der Schutzwirkung zu klaren. 
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Versuche. 


Da die natiirliche Ascorbinsaéure, selbst wenn sie sorgfaltig gereinigt 


ist, mit Spuren der in den lebenden Geweben vorkommenden Schutzstoffe 
verunreinigt sein kann, benutzten wir umkristallisierte synthetische Ascor- 


binsdéure von Light & Co. Glutathion, Cystein und andere Reagenzien waren 
simtlich von besonderer Reinheit und 6fters umkristallisiert. Das ver- 
wendete Wasser wurde aus Pyrexkolben umdestilliert. 

Die Oxydation der Ascorbinséure durch die Luft wurde manometrisch 
nach Barcroj/t-Warburg gemessen. Gleichzeitig wurde der Verlust an As- 
corbinsaiure jodometrisch ermittelt. Die jodometrische Methode ist nicht 
anwendbar, wenn merkliche Mengen SH-K6rper anwesend sind. In diesem 
Falle wurde die Methode von Martini (6) angewandt, bei welcher die As 
corbinséiure durch Oxydation mit Methylenblaulésung bei Gegenwart von 
Licht und in einer Atmosphire von CO, bestimmt wird. Die Sulfhydry!- 
verbindungen geben unter den gleichen Bedingungen keine Reaktion. Der 
Reaktionsablauf wurde verfolgt durch Messung der Druckverminderung 
im Manometer bei konstantem Volumen; daraus wurde die aufgenommene 
Sauerstoffmenge nach der Hauptformel von Dixon berechnet : 

\ Ep een . 
xr (V_.273/T + V_.a). 
Po g z 

Gewohnlich wurde die Temperatur bei 30°C gehalten. Zur Kontrolle 
der Wasserstoffionenkonzentration wurden m/15 Phosphatlésungen nach 
Sérensen benutzt. Die Schiittelgeschwindigkeit betrug fiir alle Versuche 
60 Minuten. Alle Reaktionsmischungen wurden vor und nach der Oxydation 
mit Rubeansiure auf Spuren von Kupfer gepriift (Empfindlichkeit 
1,2500000). Daneben wurde Natriumdiathyldithiocarbonat als Mikro- 
reagens fiir Kupfer verwandt. Mit diesen Reagenzien konnte weder Kupfer 
noch Eisen in unseren Reaktionssystemen gefunden werden. 

Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB selbst dann, wenn mit den empfind- 
lichsten Reagenzien Kupfer nicht nachgewiesen werden konnte, das 
reine synthetische Vitamin selbst bei px 5,8 einer Oxydation von beacht- 
lichem Umfang unterliegt ; mit steigender Alkalitat wachst das Ausmal} 
der Oxydation, wobei bei gleichem py die Oxydation in Phosphatpuffern 


Tabelle I. 


Ascorbinsaure 0,004 g pro Zelle, Temperatur 30° C, Gesamtvolumen 
der Lésung = 3 ecem, Luftraum 48 cem. 





°') Ascorbinsiure 


Aufgenommene emm QO, nach oxydiert 


Zz Verwendeter x ; a. oe 
> Puffer PH 30 60 120 180 aus Oo-Auf- aus 
Nr. Min. Min. Min. Min. nahme Jo-Titration 
1 — 7,2; 120 175 240 250 95 % 92 % 
2 Phosphat 7,1 || 100 165 225 230 88% 90% 
| — 6,6 80 125 165 200 fy dae 80 %, 
4 Phosphat 6,5 80 130 175 205 78 % _ 

5 _ 7,0 90 150 | 185 | 215 83% — 

6 Borat 7,0 50 75 95 | 120 46 °,, — 

7 — 5,8 50 95 140 | 150 56°% — 

8 Acetat 5,8 70 125 165 | 200 1% 83 % 
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lebhafter als in Boratpuffern ist. Ahnliche Unterschiede zwischen den 
Phosphat- und Boratpuffern wurden von uns bei der Oxydation von 
Zuckern durch Luft in Gegenwart von Ce(OH), als Katalysator 
beobachtet (7). 

Es muB betont werden, da8 wir bei einer Ascorbinséiurelésung in Phos- 
phatpuffer py 6,6, die ohne Schiitteln 24 Stunden der Luft ausgesetzt 
wurde, nur eine 10° ige Oxydation feststellten, was mit den Versuchsdaten 
iibereinstimmt, die Kellie und Zilva (4) in Tabelle I ihrer Veréffentlichung 
fiir Lésungen in quarzdestilliertem Wasser mitteilten. Zur Feststellung 
einer reproduzierbaren Geschwindigkeitskonstanten der Oxydation ist die 
Sattigung mit Luftsauerstoff durch lebhafte Bewegung unerlaBlich. 


Katalytische Aktivitadt des Kupferions (Cu’* und Cut). 

Aus Tabelle II ist ersichtlich, da keine Beschleunigung mehr 
beobachtet wird, wenn die Konzentration des Kupferions den Wert 
1. 10-® mol. erreicht oder unterschreitet. Es ist wahrscheinlich, daB 
entweder die Kupferionen bei dieser Konzentration keine katalytische 
Wirkung mehr haben oder Kupferionen in dieser Konzentration bereits 
in den verwendeten Lésungen vorhanden waren. 


Tabelle II. 


Ascorbinséure = 0,0016 g; py = 7,0; Temperatur = 28°C; Volumen der 
Lésung 1,2 cem; Luft 16,8 cem. 





Aufgenommene emm QO, nach 
Kupferkonzentration i. : : 
20 Min. 30 Min. 60 Min. 


‘i 36 48 74 
1. 10-4 mol. 72 79 86 
1.105 , 56 76 84 
1.10-° . 43 56 80 


Um die zweite Méglichkeit vollkommen auszuschalten, haben wir 
die Wirkung sehr verdiinnter KCN-Lésungen auf die Autoxydation der 
Ascorbinsaure untersucht. In einer wasserigen Lésung, die Kupfer- und 
Cyanidionen enthalt, herrschen folgende Gleichgewichte: 


Cu(CN), = Cut + 4CN (1) 
Cu(CN),-- 2 Cut + 3CN (2) 
Cu(CN),- w2Cut + 2CN (3) 
H*+CN- 2@ HCN (4) 


In Gegenwart eines UbermaBes an Cyanid ist die Reaktion (1) vor- 
herrschend [Treadwell und v. Girsewald (8), Kunschert (9), Lang (10)}. 

Die Gleichgewichtskonstante 
, _ [Cu (Cu),] 
- [Cut]. [Cu ]* 
hat den Wert 2. 10? [Kunschert (9)]. Daraus ergibt sich 

(Cut) [Cu(CN),]--~-— 5.10-®.[Ca (CN),}-- 
u = = > ar y ar 

K,.(CN], [CN-|* 


Biochemische Zeitschrift Band 2x9. 9 
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Ahnlich gilt (11) 


1 ‘ [H*]-[CN7] 
HCN -(H*]-[CN- . 6 
= ge en = “ae ” 

In Mischungen von Cyaniden und Kupfersalzen, in denen die Cyanide 
sich in groBem Uberschu8 gegeniiber den Kupferionen befinden, folgt 
aus (6), daB bei py 9,0 etwa 45% der Cyanide als CN-Ion vorliegt, daB 
jedoch bei niedrigeren py-Werten HCN gemaB Tabelle [Ila vorherrscht. 


Tabelle IIIa. 





Pu Verhiltnis iran (angenihert) Pu Verhaltnis aN (angenthert) 
9,0 1,3 6,0 1,3.10-§ 
8,0 1,3. 1071 5,0 1,3. 10-4 
7,0 1,3. 10-3 
Da fiir py bis zu 8,0 niherungsweise gilt 
3 1,3.10-* . [Gesamtcyanid a 
[CN-) = 3.10-* . [(Gesamtcyanid | (7) 


[H*] 
und fiir die Kupferionenkonzentration 
5.10-*8. Cu (CN),] 
[cN-}* 


’ 


[Car] = 
so ergibt sich durch Einsetzen 


5. 10-98. (Cu(CN),]"-~. [H*]* 
(1,3. 10-*%)* . Gesamtcyanid ]* 


(5) 


[Cut] = 
und damit das Verhaltnis der komplexen Kupferionen zu den nichtkomplexen 


[Cu (CN),]>~ 5.10°®. [Gesamtcyanid|* 
[Cut] (H*]* - 


Daraus ergibt sich 


Tabelle IIIb. 





Konzentration GréSenordnung Konzentration Grépenordnung 
der des Verhiltnisses ‘ der des Verhiltnisses 
Cyanionen | PH [Cu(CN)g]~~ Cyanionen PH {Cu(CN),} 
{¢ N ] {Cu"] CN (Cu*] 


104 8,0 108 





is 8,0 = 
[CN-] = 10 of) 70 10-° [CN ]=10-| 7,0 104 
> [Cut] l 6,0 10-4 > [Cu*] \ 6,0 10° 
5,0 10-8 | 5,0 10-4 


Wir haben tatsichlich gefunden, daB KCN in der GréBenordnung 
von 10-5 mol. bei px 8,0 die Autoxydation der Ascorbinsaure nicht 
hemmte. 





— |= Sole 





)) 
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Tabelle IIe. 





< 00k Nicene Aufgenommene cmm (2 nach 
PH tration 30 Min. 60 Min. 
8,0 = 65 82 
8,0 ja 60 80 


Wenn die urspriingliche Lésung als Verunreinigung 10° mol. 
Kupferionen enthielt, so hatte die Zugabe von 10°°>mol. KCN bei 
pu 8,0 die Kupferionenkonzentration durch Komplexbildung auf 
10-29 mol. vermindern miissen; doch konnte keine Veranderung der 
Reaktionsgeschwindigkeit festgestellt werden. 

DaB die Autoxydation der Ascorbinsaure nicht auf eine Konzentra- 
tion an Kupferionen zuriickzufiihren ist, die nicht mehr mit Rubean- 
siure nachweisbar ist, wird auch durch die Tatsache erwiesen, dai 
verdiinnte KJ-Lésungen die Autoxydation nicht merklich hemmen. 
Die Reaktion Cu++ + 23-2 CuJ + J verlauft, da Jod unmittelbar 
mit Ascorbinsaéure reagiert, vollkommen von links nach rechts, wenn 
ein Uberschu8 von Ascorbinsiure vorhanden ist. Das Léslichkeits- 
produkt von CuJ ist von der GréBenordnung 10-1", daher muB sich 
fiir eine Jodkonzentration von 10°% die Konzentration der Kupferionen 
zu 10-® ergeben. 

Tabelle IllId. 
Ascorbinsaure = 0,0016 g/Zelle; Lésung = 1,2 eem; Luft = 16,8 cem; Tem- 
peratur = 28°C; py = 7,0. 





Absorbierte emm O, nach 
K J-Konzentration 5 ——————— — —— 





“90 Min. 60 Min. 90 Min. 
_— 48 75 89 
1.10-* mol. 50 75 88 


Die Autoxydation wird daher nicht durch die katalytische Wirkung 
des Kupfers hervorgebracht, sondern ist eine spezifische Eigenschaft 
der Ascorbinsaure, die von der Wasserstoffionenkonzentration abhangt. 

Mit Riicksicht auf die SchluBfolgerung, daB die Schutzstoffe gegen 
die Autoxydation der Ascorbinsiure ihre antioxydierende Wirkung 
nicht allein durch die Entfernung des katalytisch wirkenden Kupfers 
auBern, erschien es notwendig, diese Reaktion griindlich zu untersuchen. 

Aus Tabelle IV ist ersichtlich, daB bei einer Konzentration freier 
Blauséure von etwa 10-4 die Oxydation der Ascorbinsaéure bei Ab- 
wesenheit von Kupfer und bei pu-Werten bis zu 8,0 vollstandig gehemmt 
wird. Falls die dem System zugesetzte Kupferkonzentration etwa 
10° betragt, was weit weniger ist als die obige Cyanidkonzentration, 
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Tabelle IV. 


J.C. 


Gosh u. P. C. Rakshit: 


Ascorbinsaéure mit oder ohne Kupfer. 


Ascorbinsaure 


0,0016 g /Zelle; 
Gesamtvolumen der Lésung - 


Temperatur = 28°C; 





Wirkung des KCN auf die aerobe Oxydation der 


Luft = 16,8 eem; 


1,2 cem. 








Px —- yon HCN, "Theor, Wert —— Aufgenommene emm QO, nach 
(Phosphat) quatiety nach Gleichung (6) = des. |=)§s ——_—~—_— — 
r Kupfers 30 Min. 60 Min. 90 Min. 
5,2 — _ — 10 20 36 
5,2 io* 10-4 _ 0 0 0 
5,2 iy-* 19-5 _ 2 21 31 
5,2 ie a oe Lo? 0) 0 0 
5,2 ig-* 10-* >a > 10 *” 10=° 9 33 54 
5,2 phe - i ie 19 41 56 
Gi ~ _ 30 50 64 
6,1 10-4 10-4 _ 0 0 0 
6,1 G7? i — = 45 65 
6,1 if: 10-3 = 10-5 0 0 0 
6,1 OS iC *>e>hw™ a”? 0 0 0 
6,1 10-5 — 10-° 54 64 69 
70 | — _— _ 42 63 84 
10-4 10-4 _ 0 0 0 
10~° 10-® — — 72 90 
10-3 10-3 a 10-° ihe 0 0 
| 10-* | 10-*>a>10°°| 10-5 0 0 0 
ei ~ 10-* 79 94 94 


so wird das gesamte Kupfer oberhalb px 6,0 als Komplexion gebunden, 
wahrend dies bei px 5,2 unter den gleichen Bedingungen nicht der Fall 
ist (vgl. Tabelle IIIb); das beobachtete AusmaB der Autoxydation ist 
das Ergebnis der sich tiberlagernden Hemmungswirkung der Blausadure 
und der Beschleunigungswirkung des Kupferions. 


EinjluB der Sulfhydrylkérper und der Disulfide auf die Autoxydation der 
Ascorbinsdure. 


In den folgenden Tabellen werden die Ergebnisse wiedergegeben, 
die mit Glutathion (oxydiert und reduziert), Cystein, Cystin, H,8, 
Thiomilchséure usw. erhalten wurden. Oxydiertes Glutathion wurde 
durch mehrtagiges Schiitteln der Sulfhydrylverbindung an der Luft 
bei pu 7,0 hergestellt. Jodometrisch konnte keine freie SH-Gruppe 
mehr gefunden werden. Alle Schwefelverbindungen hemmen die 
Autoxydation der Ascorbinsdure sehr stark: bei Cystein wird die 
Hemmung praktisch mit der Minimalkonzentration (2.10 °° mol.) an 
Cystein erreicht. Bei noch weiterer Konzentrationsverringerung erlischt 
die Schutzwirkung meist plétzlich und normale Oxydation setzt ein. 
Dies gilt gleichermaBen von anderen Hemmungsstoffen (Tabelle V 
und VI). 
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Ascorbinsaure = 0,004 g = 


Tabelle V. 


= 260cemm O,; Lésung = 3cem; Temperatur 





Zugefiigte Substanz (4) 





Reduziertes Glutathion 

Oxydiertes Glutathion - 
Cystein : 
Cystin « 
a ee ere 


30° C; Luft = 48 ccm. 
Nicht 
Molare Aufgenommene emm O, oxydierte 
Konzen- nach Ascorbin- 
tration PH sdure in 9/, 
von (A) . ‘ 7 nach 
60 Min. 120 Min. 180 Min. 180 Min. 
_- 5,2 70 125 
1 .10°-*| 62 0 5 — 
82 | 125 205 — 
1 .10°-*| 82 20 20 -= 
6,9 110 175 230 11 

1 .10°°| G9 20 45 50 81 
1 .10°-5| 69 60 65 70 75 
1 .10-*| 69 | 120 | 155 | 190 27 
5 .10-4) 69 20 40 45 85 
2 .10-4* 69 5 0 20 92 
2 .10-*) 69 0 10 15 97 
2 .10-5) 69 0 5 5 98 
5 .10°¢) 6,9 0) 0 5 98 
2 .10-7| 69 80 160 185 28 
14.104} 69 || 25 | 25 | 80 88 
14.10-*| 69 | 20 | 25 | 20 92 
1,4.10-5| 6,9 0 0 10 96 
1,4.10-*| 6,9 75 120 185 28 


Ahnliche Wirkungen wurden bei Thiomilchsaure unter verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen beobachtet (Tabelle V1). 


Lésung = 1,2 cem; Luft 


Tabelle VI. 
- 16,8 cem; Ascorbinséure = 1,10-? mol.; Tem- 
peratur = 28°C, 





Konzentration 
PH der = 
(Phosphat) Thiomilehsiure 


5,2 ~~ 

5,2 1.10-° mol. 
5,2 4. 10-* 
6,0 -- 

6,0 ae | gl aN 
6,0 1.10-4 
7,0 _~ 

7,0 1.105 
7,0 L.i¢-* 
8,0 — 
8,0 ee gona 
8,0 i | ae die 


30 Min. 60 Min. 90 Min. 


Aufgenommene cmm OQ» nach 





120 Min. 


16 - 34 37 
17 — 34 37 
0 0 0 0 
24 36 49 60 
12 16 19 24 
0 0 0 0 
61 86 103 
64 82 - 
0 0 0 
41 108 
64 96 110 — 
0 0 0 — 
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Der Mechanismus der Schutzwirkung von Schwefelverbindungen. 

Aus den Versuchen erhellt, daB Verbindungen vom Typus HSH, 
RSH, RS-—SR als starke Gegenmittel gegen die Oxydation wirken. 
Die Schutzwirkung wird auch nicht vernichtet, wenn die Sulfhydryl- 

kérper mit Jodessig- 

Tabelle VII. siure behandelt werden, 

Ascorbinsaure 8.10 3 mol. ; Pu 6,9; welche Verbindungen 
Te ar r = 30° A “ . P 

ateint secanimeitinnnd vom Typus RSR ergibt. 





Aufgenommene Nach den modernen 


ne eee- “asa ae Valenztheorien haben die 
CH,JCOOH S—SH 30 60 90 Schwefelatome in allen 
— | oo | oe erwahnten Verbindungen 

ms me 42 63 84 zwei freie Paare von 
8.1073 ae 40 64 85 Valenzelektronen, die sie 
8.10-3 1.10°-4 mol. 6 6 6 zur Bildung von Koordi- 


nationsverbindungen ab- 
geben kénnen. Es ist anzunehmen, dali die hemmende Wirkung dieser 
Schwefelverbindungen unterbunden werden kénnte, wenn sie mit Metall- 
atomen kombiniert und dadurch aus der Lésung als unlésliche organische 
Metallverbindungen abgeschieden werden kénnten. 


Tabelle VIII. Cystein und Kupfer. 
Ascorbinséiure = 0,004 g; Temperatur = 30°C; Lésung = 3cem; _ Luft 








= 48 ccm. 
| 
Zugetiigte g Zugefiigte g : } | Aufgenommene cmm OQ» nach 
Nep in @ Cu : Cystei | SS 

a CRMs «Fg? cone | —@0 Min. | 120 Min. | 180 Min. 

— — 120 185 220 

— 7,5. 10-6 —_ 140 165 180 

Be 1,5. 10-5 1:1 mol. | 0 0 0 

1.1075 3,7. 10-5 i a —_ 180 225 


. 


Tabelle IX. Thiomilchséure und Kupfer. 


Ascorbinsaure = 1. 10°? mol.; Temperatur = 28°C; Lésung = 1,2 cem; 
Luft = 16,8 ccm. 





ane teens Konzentration Verhiltnis Anfgenommene emm Oz nach 
PH von Cu Cu:S 


Thiomilchs&ure 30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. 


7,0 1.10-4 mol. 5 .10-5 mol.| 1:2 0 0 6 | 0 
186 pei «. 1:1 0 0 0 | oO 
70 1.107" , (2,5.10-4 5:2 — | 7% | #] — 
6,0 - 24 36 49 | 60 
60), 1.10-" , |5 .20-5 , | 2: 2a ae ee 


=o ! 


60 hiker e:, || eae 1 25 42 56 | 69 


Aus den angefiihrten Tabellen ergibt sich, daB Kupfer die hemmende 
Wirkung der SH-Koérper aufhebt, wenn es dem System im Molekular- 
verhaltnis 5: 2 zugefiigt wird. Die Hemmung ist vollstindig bei einem 
Molekularverhaltnis von 1: 1. 








b; 


T'- 


m 
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Dieses Ergebnis kann dazu benutzt werden, die Hypothese von 
der katalytischen Wirksamkeit des Kupfers bei der Autoxydation der 
Ascorbinséure zu priifen. Es wurde gefunden, daB Quecksilbersalze 
die Autoxydation nicht beeinflussen, obgleich sie die hemmende Kraft 
der Sulfhydrylverbindungen aufzuheben vermégen. Falls nun die 
Ascorbinsaurelésungen Kupfer in der GréBenordnung von 10-* mol. als 
Verunreinigung enthielten, miiBte dieses Kupfer durch Zugabe von 
Cystein oder Glutathion in der GréBenordnung von 5. 10~® mol. aus 
dem System entfernt werden. Die Schutzwirkung des Cysteins oder 
des Glutathions kann daraufhin durch UberschuB von Quecksilbersalzen 
aufgehoben werden; und falls die Autoxydation der Ascorbinsaure eine 
spezifische Eigenschaft der Ascorbinsaure selbst ist, muB sie sich in der 
Sauerstoffaufnahme der Lésung auBern. Dies wurde experimentell 
bestatigt (Tabelle X). 

Tabelle X. 
Ascorbinséure = 1. 10-? mol.; Temperatur = 20°C; py = 7,0. 














Konzentration yon Konzentration von i Aufgenommene emm 02 nach 
He Cl, — SH |, 30 Min. 60 Min. 90 Min. 

_ —_ 61 85 103 

~ 5.10-® mol. Cystein 0 0 0 

_- 1.10°° , (Glutathion) 0 3] 0 
1.10-* mol. — | 60 84 | 107 
— | 5.10°° , (Cystein 65 80 102 

- 1.10-° , (Glutathion) 32 46 _ 


Fir die genaue Abwagung des Anteiles, den die Schwefelverbindun- 
gen an der Hemmung der Luftoxydation von Ascorbinséure haben, ist 
es wichtig, festzustellen, ob die gleichen Wirkungen bei Ersetzung der 
Luft durch andere Oxydationsmittel auftreten. 

Obgleich eine genaue Bestimmung der Ascorbinsiure mittels Jod 
in Gegenwart von Sulfhydrylverbindungen wegen der Reaktion der 
Sulfhydrylverbindungen mit Jod unmédglich ist, kénnen, mit Ascorbin- 
sdure verglichen, selbst auBerordentlich groBe Mengen von Cystein oder 
Glutathion die Oxydation des Vitamins durch Br, oder J, in saurem 
Mittel nicht augenblicklich unterbinden. 

Die Oxydation durch Methylenblau in Gegenwart von Licht wird 
in keiner Weise durch die SH-Verbindungen beeinfluBt; dies wurde zur 
Bestimmung der Ascorbinsdéure bei Gegenwart von Schwefelverbindun- 
gen verwertet. 

Die Oxydation durch H,O, erfolgt ziemlich langsam; Glutathion 
oder Cystein hemmen nicht. 

Ferner wurde gefunden, daB Cystein oder Glutathion die Reduktion 
von AgNO, durch Ascorbinsiure bei Zimmertemperatur nicht ver- 
zogert. Die Sulfhydryle oder Disulfide vermégen daher das Vitamin 
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lediglich vor der Oxydation durch molekularen Sauerstoff zu schiitzen. 
Die hemmende Wirkung der 8 H-Verbindungen ist nicht auf die Autoxy- 
dation der Ascorbinsdure beschrinkt, sondern allgemeiner Natur; 
vorlaufige Versuche zeigen, daB die Autoxydation von Bisulfit, Pyro- 
gallol, Hydrochinon u. a. durch ihre Gegenwart gehemmt wird. So 
absorbierten bei px 6,9 2cem einer m/50 NaHSO,-Lésung normaler- 
weise 350 cmm Q,, bei Zusatz von 2cem m/1500 Cystein jedoch nur 
16 cmm. 

Der Mechanismus der Inaktivierung des molekularen Sauerstoffs 
durch 8 H- und S—S-Ko6rper ist unklar. Die Tatsache, daB die oxydative 
Kraft von H,O, durch diese Verbindungen nicht beeintrachtigt wird, 
fiihrt zu der Hypothese, daB diese die Aktivierung der Sauerstoff- 
molekiile unterbinden.. Nach der modernen Elektronentheorie der 
Valenz bilden die Sulfhydryle oder Disulfide leicht Koordinations- 
verbindungen mit aktiven Sauerstoffmolekeln, die durch Zusammen- 
stéBe im Reaktionssystem entstehen kénnen. 

R. ee Ry 


S+0> H&K oder 
R/ R’ \O R’ 





Wenn dies zutrafe, so dirften diejenigen Schwefelverbindungen, bei 
denen die Valenzelektronen des Schwefelatoms mit jenen anderer Atome 
unter Bildung eines vollsténdigen Oktetts verbunden sind, nicht fahig 
sein, die Autoxydation zu hemmen. Dies ist durch die Tatsache erwiesen, 
daB Sulfate die Autoxydation der Ascorbinséure in keiner Weise zu 
beeinflussen vermégen. Ferner haben wir gefunden, daB Sulfonyl, dessen 
Schwefelbindungen simtlich gesattigt sind, bei einer Konzentration 
von 1. 10-4 mol. die Autoxydation der Ascorbinséure in keiner Weise 
hemmt. ; 

In der homogenen Reaktion zwischen Ascorbinséure und den in Wasser 
gelésten Sauerstoffmolekiilen ist die Aktivierung der gelésten Sauerstoff- 
molekiile durch Zusammenst6Be mit den Molekiilen des Lésungsmittels 

Ky. o? 
wobei Co, die Konzentration des gelésten Sauerstoffs darstellt; ferner ist 
die Inaktivierung : A 

K,.c4, 


wobei CS. die Konzentration der aktiven O,-Molekiile in der Lésung angibt. 

Gibt Cag die Konzentration der Ascorbinséiure wieder, so ist das 
ReaktionsausmaS 

> ay 1A 
K3. Gas CO," 
Unter stationiren Bedingungen gilt 
a, ee ee” r nA yy 
K,. Co, = Ky. Co, + Ks. Co, » Cas 

oder 


. H,-Co, | 
0. ~ Re+K,- Cy, 
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Das ergibt fiir das Reaktionsausma 
K.-€ Ky, .Co, 
Kee . : - P 
3 AS Ky 4 Ks Cys 

und, wenn A... (ys sehr klein gegeniiber Ay ist, 
k:, 
Ky 


Ist Ci). die O,-Konzentration der Gasphase, so ist die Diffusions- 


Cys K,+ Co,. 


geschwindigkeit des O, in die fliissige Phase 


yr 





( — (' 
5 : 0. Os 
Kk; 2 hy J ’ 

470 
wobei 6 die Dicke der Diffusionsschicht 
darstellt und Ky proportional der Diffu- 965 
sionsgeschwindigkeit ist. Daraus folgt: 

P 460 
y G K;, ° 0 
Co, = Co, — K ’ 

‘i : Lp O55 
und da die Dicke der Diffusionsschicht 6 all- 
gemein der Schiittelgeschwindigkeit S um- 450 
gekehrt proportional ist, { 045|-— 

\G Kg V 
Co, C5, — : = 
- S.Kp 440 
Da das OxydationsmaB gleich is 
a das yde onsmaB gleich ist 035 
K; . K, y ' Kk, . k, 
sb 6 O,.+Co iy 
Ky sii 2 Ky = 430 
a Kp 25 
“Oy g) 











so gilt dafiir bei konstanten Ascorbinsaure- 
konzentrationen der Ausdruck 
B’ 


ae (1) 





Wird Luft mittels einer Filterfritte aus Jenaer Glas in kleinen Blaschen 
durch eine Ascorbinséurelésung bestimmter Konzentration geschickt, so 
ist die Schiittelgeschwindigkeit proportional dem in der Zeit ¢ durch- 
gegangenen Luftvolumen und das OxydationsausmaB 

9-2, 
wobei L das Volumen der in der Zeit ¢ durchgegangenen Luft ist. Daraus 
ergibt sich, dab die Oxydationsgeschwindigkeit graphisch abgetragen 
gegen 1/L eine Gerade ergeben muB. Dies wurde als zutreffend gefunden 
(Tabelle XI, Abb. 1). 

Sind Hemmungsstoffe anwesend, so ist die Inaktivierung durch diese 
wesentlich starker als die spontane Inaktivierung. Fiir das Oxydations- 
ausmaB gilt dann der Ausdruck 


, ’ Os ’ 
K,. ¢ F 2 Ss 
und entsprechend (1) ’ - 
3 B; . K, 
are K.— — 
( S.C, i Ss 
i 1 


bei konstanter Konzentration der Hemmungsstoffe. 
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460 Wie vordem kann das Oxydationsausmais 
ass ausgedriickt werden durch die Beziehung 
50 V, : Q; ss w 
L, 
O45 
wobei V,; die Oxydationsgeschwindigkeit in 
avo Gegenwart der Hemmungsstoffe und 1; das 
Volumen der in der Zeit ¢ durchgegangenen 
| 35 Luft angibt. 
Y 
~ 930 Wir beobachteten, daB 1/L,;, abgetragen 
gegen Vj, bei einer Cysteinkonzentration von 
25 1.10 °° mol. und bet py 7,0 graphisch eine 
; Gerade ergibt (Abb. 2). Bei héheren Cystein- 
G20} konzentrationen jedoch wird die Oxydation 
015 i ee vollstandig unterbunden, was anzeigt, da der 
gesamte in Lésung befindliche Aktivsauerstoff 
410; a as a 0 durch den Hemmungsstoff inaktiviert worden 
7 war. 
as 
Abb. 2. Tabelle XI. 
Temperatur 27°C; pur 7.0 (Phosphat } jeweils verwendete Lésungs- 
menge 20 cem; Ascorbinsaéure |. 10°? mol. 
Cysteinkonzentration "lahee e Fiir oie ie ion ee 
Liter > pro Min. 
75 90 Min. 0,225 
1 a 0,350 
16 +) ee 0,700 
5.1078 10 Keine Oxydation innerhalb 2 Std. 
1.106 122 Min. 0,166 
1.1076 10 on <a 0,550 
1. 10° 20 7 0,575 
110-7 1 60-2. & 0,33 
Ergebnis. 


Aus den Untersuchungen geht eindeutig hervor, daB die Autoxy- 
dation der Ascorbinsaiure durch Zusammentreffen der Saéuremolekeln 
mit aktivierten gelésten Sauerstoffmolekeln entsteht. Die Hemmungs- 
stoffe inaktivieren die energiereichen Sauerstoffmolekiile infolge det 
Bildung von Komplexkérpern durch zusitzliche Valenzelektronen. 
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Zur Zubereitung der Nahrung 
und deren ernihrungsphysiologischer Bedeutung. 
Il. Mitteilung: 
Der Einflu® des Réstens bei verschiedenen Vegetabilien. 
Von 
B. Bleyer, W. Diemair, F. Fisehler und K. Tiufel 
unter Mitarbeit von F. Arnold. 
(Gemeinschaftsarbeit aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebens- 
mittelehemie in Miinchen.) 
(Eingegangen am 10. Oktober 1956.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Chemisch-analytischer Teil. 

In Fortfiihrung unserer Versuche tiber den EinfluB trockener 
Hitze auf Vegetabilien wurden weitere pflanzliche Lebensmittel mit 
der gleichen Arbeitsweise, wie in unserer I. Mitteilung!, untersucht. 
Hiermit soll an einer geniigend groBen Anzahl gebrauchlicher pflanz- 
licher Nahrmittel die Regelmabigkeit der Résteinwirkungen gezeigt 
werden. Weiterhin wurde versucht, an Modellversuchen mit bestimmten 
Zusitzen der Hauptinhaltsstoffe von Vegetabilien die Wechselwirkung 
dieser Stoffe kennenzulernen, um hierdurch woméglich einen Einblick 
in den Reaktionsablauf beim Résten zu erhalten. 

Die folgende Tabelle zeigt die untersuchten Vegetabilien. Fiir die 
einzelnen Résttemperaturen und fiir den ungerésteten Anteil ist der 
Prozentgehalt an Histobasen, bezogen auf 100 g verwendete Substanz, 
angefiihrt. Es fallt auf, da auch im ungerésteten Anteil ein 
wechselnder und oft betrachtlicher Gehalt an Histobasen festzustellen 
ist, der, wie wir das schon in der I. Mitteilung hervorgehoben haben, 
am wahrscheinlichsten mit dem verschiedenen Gehalt an histidinhaltigem 
Kiweif zusammenhangt. 

Tabelle I. 





Un- 
gerostet 


Résttemperatur in °C 
Ausgangsmaterial 100 125 150 175 200 225 


mg Histobasen, bezogen auf 100g geristetes Gut 


IES oy aS ea 48 54 5D 56 28 1 

MI Sane, er ees 83 170 186 222 120 159 143 
er 120 175 175 127 175 180 182 
OE re 142 233 287 305 222 188 99 
MaisgrieB. ...... 182 120 233 112 152 159 — 


' Diese Zeitschr. 286, 408, 1936. 
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Feigen zeigen bei kolorimetrischer Messung so gleichmaBige Histobasen- 
werte, daB von einer kurvenmaBigen Darstellung abgesehen werden kann. 
Das Notige dariiber wird bei den biologischen Versuchen gesagt. Die in 
Abb. 1 wiedergegebene Kurve fiir Maisgrief laBt in der ersten Phase einen 
Abfall erkennen. Dieser macht bald einem Maximum bei 125° Platz: es 
erfolgt ein neuerlicher Abfall und dann ein langsamer Anstieg bis zum 
zweiten Maximum bei 225°. 

Abb. 2 zeigt fiir Roggen, Hafer und Maismehl wesentlich andere Ergeb- 
nisse. Hervorhebenswert und eindeutig ist der Kurvenverlauf beim Versuch 
mit Waismehl. Der Gehalt an 
Histobasen steigt dabei mit = zu- 
nehmender Temperatur, um_ bei 
150° mit einem Wert von 505 mg 


“™ 


Seah. ne eee ———— 


hh. 
) 
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Abb. 1. Abb. 2. 


das Maximum zu erreichen. Hierauf setzt ein stetiger, langsamer, gleich- 
maBig verlaufender Abfall ein, der mit 99 mg Histobasen seinen tiefsten 
Punkt, sogar etwas unterhalb des Anfangswertes des ungerésteten Anteils, 
erreicht. Beim Roggenmehl und Hafermehl auBert sich der Temperatur- 
einfluB des Réstens zunidchst ahnlich; auch hier nimmt der Gehalt an 
Histobasen anfanglich zu, dann erfolgt aber bei einer gewissen Temperatur 

- bel Roggen bei 175°, bei Hafer bei 127° — ein auffalliger Abfall. Dieser 
macht einem Wiederanstieg Platz, es wird ein zweites Maximum erreicht, 
welches fiir Roggen bei 200°, fiir Hafer bei 225° liegt. Bei weiterer Tem- 
peratursteigerung erfolgt das endgiiltige rasche Absinken infolge pyrogener 
Zersetzung. 

Diese sich wiederholenden Vorgange diirften sich vorlaiufig ent- 
weder so erklaren lassen, daB sich eine in anderer Richtung verlaufende 
Umsetzung im EiweiSkomplex vollzieht, oder daB im Verlauf des Rést- 
prozesses, oder auch bereits bei der Aufarbeitung des Materials bis zur 





gesuchten Histobasenfraktion, Melanoidinbildung eintritt, also eine ( 
Reaktion zwischen Kohlenhydraten und Eiweibstoffen, bei der der 1 
Histobasenkomplex irgendwie einbezogen wird. 7 

Fiir die bisher untersuchten Lebensmittel, besonders fiir Vege- é 
tabilien, war eine Freilegung von Histobasen durch den Réstvorgang ( 


° ° ° . ¥ ° . ° 
nachgewiesen worden. Dies zeigt die Ubereinstimmung des _ kolori- R 
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metrischen und Was vorweggenommen sel des biologischen Nach- 
weises der Histidin- und Histaminbildung auch fiir die in dieser I]. Mit- 
teilung untersuchten Lebensmittel. Damit liegen geniigend Unter- 
suchungen vor, aus denen die RegelmaBigkeit dieses Vorgangs er- 
sichtlich ist. In der folgenden Versuchsreihe sollte der Mechanismus 
dieser Vorginge unter méglichster Beibehaltung der biologisch ge- 
gebenen Zusammensetzung untersucht werden. 


Wir mischten hierzu biologisch vorkommende Bestandteile von 


Lebensmitteln mit Kartoffelstarke, um zu erfahren, ob und wie bekannte 
| Zusitze von Lebensmittelbestandteilen durch die Réstprodukte der 
| Starke bei der Bildung von Histobasen beeinfluBt werden kénnen und 
umgekehrt. 


| Die Versuchsanordnung war folgende: Jeweils 10g Kartoffelstarke 
wurden griindlich in der Reibschale mit 0,1 g der betreffenden Substanz 
vermengt und verrieben. Diese Mischungen wurden, wie in der Mitteilung I 
beschrieben, bei verschiedenen Temperaturen im Réstofen erhitzt und dann 
| nach Hoppe-Seyler-Thierfelder zwecks Freilegung der Histobasen hydro- 
lysiert. Die quantitative Ermittlung der Histobasen erfolgte durch Kolori- 








| metrie der nach der Diazotierung und Kupplung mit p-Nitroanilin erhalt- 
; lichen Farbstofflésungen mit Hilfe des Absolutkolorimeters. Die Versuchs- 
| ergebnisse sind in Tabelle Il zusammengestellt. 
0 Tabelle Il. Gehalt an Histobasen in Abhangigkeit von der Rést- 
temperatur. 
Un- Résttemperatur in °C 
Nr. Ausgangsmaterial epee 100 125 150 175 T 200 225 
; Stas a 
mg Histobasen, bezogen auf 100g geristetes Gut 

1 Kartoffelstarke 
; + 0,1 g Kialbumin 172 74 105 120 185 205 

2 = Kartoffelstarke 

+ 01g Gelatine 04 94 | 94| 89 | 81: 8! 

3 Kartoffelstarke 
. + 0,1 g¢ Histidin 47 47 47 46 31 27 -- 

4 Kartoffelstiirke 

- 0,1 g¢ Lecithin 0 0 0 0 0 0 0 
(tierisch und 
, ptlanzlich) 
; Aus Tabelle I] geht hervor, daB 1. die Versuche mit Kialbumin 
, einen unterschiedlichen Kurvenverlauf fiir den Histobasengehalt auf- 
: weisen: Abb. 2 zeigt im ungerésteten Zustand ziemlich reichliche Mengen 
von Histobasen, die durch den verschiedenen Gehalt des Eialbumins 

. an histidinhaltigem EiweiB, z. B. gegeniiber Gelatine, erklart werden 
s diirften. Der EinfluB des Réstens auBert sich zunaichst deutlich in einem 


: standigen Kurvenabfall : der Histobasengehalt sinkt von 172 mg auf 74 mg, 
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erreicht hier seinen tiefsten Punkt, um von da an langsam = zu- 
zunehmen und bei 200° auf sein Maximum zu_steigen. Dann 
setzt der bekannte Kurvenabfall infolge pyrogener Zersetzung des 
Materials ein. 

2. Die Versuche mit Starke und Gelatine lassen erkennen, daB hier 
aus dem Eiweibkomplex durch Réstung keinerlei Stoffe mit Histidin- 
oder Histamincharakter freigelegt werden, sondern nur die im = un- 
gerésteten Anteil vorgebildete Menge erfaBt wird. Der beim ungerésteten 
Material festgestellte Histobasengehalt von 94 mg verringert sich zuerst 
bei der Einwirkung einer Temperatur von 150° nur um einen geringen 
Betiag, nimmt aber dann, allerdings bei fortgesetzter Temperatur- 
steigerung, um etwa 14°, gegeniiber dem Anfangswert ab, ein Hinweis 
darauf, daB eine allmahliche pyrogene Zersetzung eintritt. 

3. Von Interesse ist. besonders der Versuch mit Kartoffelstdrke und 
Histidin. Von den anfanglich zugesetzten 100 mg Histidin werden 
nur noch 47 mg im ungerésteten Material’ gefunden, so daB also 53°, 
der Bestimmung entgangen sind. Das Verhalten gegeniiber der ge- 
steigerten Résttemperatur ist das gleiche, wie bei den vorangegangenen 
Versuchen: auch hier setzt eine langsame pyrogene Aufspaltung des 
Histidins bei 175° ein, die bei 200° bereits einen Verlust von 83°, gegen- 
iiber dem ungerésteten Anteil zur Folge hat. 

4. Die Versuchsreihe mit Kartoffelstarke und Lecithin, welches, wenn 
auch in geringer Menge, in den Kornerfriichten stets vorhanden ist, 
ergibt, daB beim RéstprozeB weder aus dem Kohlenhydrat noch aus 
dem beigemengten Lecithin Substanzen gebildet werden, welche eine 
Histobasenreaktion vortéuschen kénnten. Selbst die bei etwa 200° 
erhaltlichen Réstprodukte zeigen bei diesem Anteil nach der Hydrolyse 
eine negative Histobasenreaktion. , 


2. Biologischer Teil. 

Bei den vorliegenden Untersuchungen iiber die Entstehung von 
biologisch wirksamen Stoffen durch die Réstung war die Arbeitsweise 
am iiberlebenden Darm die gleiche, wie bei der Priifung der ersten 
Nahrungsmittelreihe, was sich sowohl auf die verwendeten Mengen der 
zugesetzten Réstausziige bezieht, als auch auf die kymographische 
Herstellung der Darmerregbarkeitskurven. Es sei hervorgehoben, daB 
die Zahlen fiir den kolorimetrischen Gehalt der Réstausziige in diesen 
biologischen Versuchen nicht mit den in den Tabellen angegebenen iiber- 
einstimmen, weil durch Neutralisation der Rostausziige eine Vermehrung 
der Fliissigkeitsmenge hervorgebracht wird ; dadurch ergeben sich kleinere 
Zahlen fiir den Histobasengehalt als man aus den kolorimetrischen Kurven 
errechnen kann. Fiir die biologischen Versuche muSten daher stets 
neue kolorimetrische Bestimmungen gemacht werden. 
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Diese Untersuchungsreihe erstreckte sich auf Feigen, Maismehl, 
MaisgrieB, Hafermehl, Roggenmehl, Kartoffelmehl mit Zusatz von Ei- 
albumin, tierischem Lecithin, pflanzlichem Lecithin, Gelatine, oder 
Histidin, ferner auf tierisches und pflanzliches Lecithin allein. 

Auch hierbei kam es zur Beantwortung der Frage, ob durch das 
26sten Histobasen in gréBerem Umfange zur Freilegung kommen, 
darauf an, 1. nach Zusatz der einzelnen Réstausziige am iiberlebenden 
Darm aus den kymographischen Kurven die in der I. Mitteilung be- 
schriebenen Kennzeichen reiner Histamin- und Histidineinwirkungen 
wiederzuerkennen, 2. einen gleichsinnigen Verlauf der GréBe der Darm- 
erregung mit den bei verschiedenen Temperaturen gewonnenen Rést- 
ausziigen beziiglich ihres kolorimetrisch ermittelten Histobasengehalts 
festzustellen. 

Die Versuche mit Feigen, Maismehl, MaisgrieB, Hafermehl, Roggen- 
mehl, d.h. natiirlichen Lebensmitteln, schlieBen sich unmittelbar an 
die Versuche der I. Mitteilung an, und werden daher auch zuerst be- 
handelt. Die einfachste kolorimetrische Kurve ist die von Feigen. 


1. Feigen. 
Diese Kurve verliuft nahezu horizontal bis zur Résttemperatur von 
150°, fallt dann weiterhin auf die Halfte ab, um bei 200° den Wert von 
1 y»/cem zu erreichen. Bei dem an sich nach der kolorimetrischen Messung 





Abb. 3. 


geringen Gehalt an Histobasen dieser Réstausziige ist eine erhebliche Ein- 
wirkung auf die Darmbewegung nicht zu erwarten gewesen. Demgemat 
sind die beobachteten Ausschlige der kymographischen Kurven ebenfalls 
gering. Der Anstieg beim Roéstauszug von 125° ist steil und weist auf 
eine Histaminkomponente hin. Mit Spuren von kiinstlich zugesetztem 
Histamin lieB sich nun eine ganz gleiche Kurve hervorbringen, wie mit 
leem des Réstauszuges von 125° (siehe Abb. 3). Der Auszug des bei 175° 
gerésteten Anteils zeigt einen deutlichen Abfall in der Erregbarkeit des 
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Darms. Der Extrakt des bei 200° gerésteten Materials bewirkt keine 
Erregbarkeitsanderung des Darms mehr. Wir finden also eine véllige 
Ubereinstimmung mit den kolorimetrisch gewonnenen Werten. 


2. Maismehl. 


Die kolorimetrische Kurve der Réstausziige von Maismehl verliuft 
einfach. Beginnend mit fast 90 7/cem im Auszug des ungerésteten Anteils 
steigt sie bis auf tiber das Doppelte im Auszug des Roéstgutes von 100°, 
gleichbleibend bis zum Auszug von 150°, und fallt dann langsam ab. Aber 
selbst das Réstgut von 250° weist noch einen Wert von 69 7/cem im Extrakt 
auf. Diesen kolorimetrisch durchweg hohen Histobasenwerten aller Mais- 
mehlausziige entsprechen auch die kymographischen Kurven der Darm- 
erregbarkeit. 

Der meistens recht steile Anstieg der Kurven laBt auf die Anwesenheit 
kleiner Histaminmengen schlieBen; die starke Ansprechbarkeit der Darm- 
erregung auf Sauerstoffsperre, ,,Riihren** und Wiederzufuhr von Sauerstoff, 
wobei haufig besonders steile Kurvenanstiege zu beobachten waren, weist 
auf die Anwesenheit von Histidin hin, das offenbar teilweise rasch in 
Histamin umgesetzt wird. 

Die Erregbarkeit des Darms nimmt dann, entsprechend der starken 
Zunahme des Histobasengehalts bei Wer Réstung, im Bereich von 100 bis 
200° zu, um in den Anteilen des Réstauszuges von 225° und namentlich 
bei 250° einer ebenso deutlichen Abnahme der Darmerregungen Platz zu 
machen. Die kolorimetrisch gefundenen Histobasenwerte der verschiedenen 
Réstausziige zeigen hier eine besonders weitgehende Ubereinstimmung mit 
ihrer Wirkung auf die Darmerregbarkeit. 


3. Maisgrief. 

Der eigentiimliche Verlauf der kolorimetrischen: Kurve der Histobasen- 
werte ist hier besonders auffallend. Leider sind diese Réstausziige durch 
ein Versehen vor ihrer Priifung am iiberlebenden Darm weggegossen worden, 
weshalb wir nur kolorimetrische Werte angeben kénnen. 


4. Hafermehl. 

Der Verlauf der kolorimetrischen Kurve der verschiedenen Réstanteile 
von Hafermeh]l 1aBt bei einem Gehalt des ungerésteten Auszugs von 81 7/cem 
einen Anstieg bei Résttemperaturen von 100° auf 119 y/cem, bei 125° auf 
128 y/cem erkennen; sodann erfolgt bei 150° ein Abstieg auf 88 y/eem, bei 
175° wieder ein Anstieg auf 123 +/cem, bei 200° auf 110 y/ceem, bei 225° auf 
126 »/eem und bei 250° ein Abfall auf 24 7/cem. Es liegt also eine Kurve 
mit zwei Gipfeln vor. 

Da auch bei den Réstausziigen des Hafermehls in allen Anteilen, bis 
auf den letzten, relativ hohe kolorimetrische Werte des Histobasengehaltes 
festgestellt wurden, war zu erwarten, da der Darm durchweg eine starke 
Erregbarkeit beim Zusatz der einzelnen Extrakte des Réstgutes zeigen 
wiirde. Dies ist auch in der Tat der Fall. Besonders hervorzuheben ist aber 
die geringere Ansprechbarkeit des Darms durch das Extrakt des Réstgutes 
von 150° mit 88 7/cem, wohingegen die Ausziige bei 100 und 125° sehr hohe, 
steile Kurvenanstiege bewirkt hatten. die sich bei den Ausziigen bei 175, 
200 und 225° wiederholten, wahrend der Auszug von 250° nur noch 
eine geringe Wirkung entfaltete. Es besteht also auch beim Hafermehl eine 
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klare Ubereinstimmung der biologischen Wirkung der Réstausziige mit 
ihren kolorimetrisch gefundenen Werten. Die Kurven lassen eine kom- 
binierte Wirkung von Histidin mit geringen Histaminmengen erkennen. 


5. Roggenmehl. 

Bei der Auswertung kolorimetrisch bestimmter Roggenmehlréstausziige 
liegt ebenfalls eine Kurve mit zwei Gipfeln vor, einem bei 155°, dazwischen 
ein Abfall bei 180°, dann ein Anstieg bei 205°, dem bei 230° wieder ein 
Abfall folgt. Auch hier sind durchweg kolorimetrisch hohe Werte des 
Histobasengehalts festgestellt worden. 

Diesen Werten entspricht die Erregbarkeit des Darms beim Zufiigen 
der verschiedenen Réstausziige nicht so augenfallig, wie bei den vorstehend 
beschriebenen Ausziigen der verschiedenen Nahrungsmittel. Immerhin ist 
festzustellen, dali der Auszug des Roéstgutes von 155°, der den héchsten 
kolorimetrischen Histobasenwert aufweist, auch am Darme am stiarksten 
erregungssteigernd wirkt. Dagegen ist der Abfall bei 180° und namentlich 
der Wiederanstieg bei 205° nicht so ausgeprigt, wie man dies nach den 
kolorimetrisch hohen Werten erwarten sollte. Das mag mit der Verwendung 
eines Darms zusammenhangen, der einen Tag alt war und leicht ermiidete. 

Zusammenfassend zeigt der kolorimetrisch und biologisch ermittelte 
Histobasengehalt der Roggenmehlréstausziige im groBen und ganzen eine 
Ubereinstimmung, die aber nicht so ausgesprochen ist, wie bei den vor- 
stehend beschriebenen Lebensmitteln. 


Im folgenden wenden wir uns den Modellversuchen zu. Fiir die 
biologische Feststellung wurde die gleiche Versuchsanordnung  bei- 
behalten. Neben den Untersuchungen iiber die Mischungen von 
Kartoffelstarke mit Kialbumin, Gelatine und Histidin kommt hier 
hauptsachlich die Untersuchung der Kartoffelstarke-Lecithingemische 
in Betracht, da in den Kérnerfriichten Lecithin ein regelmabiger, wenn 
auch geringer Bestandteil ist. Der Prifung der mit Lecithinzusatz 
hydrolysierten Kartoffelstarkeausziige wurde eine Untersuchung reiner 
Lecithinaufschwemmungen in Tyrodelésung vorausgeschickt, da der 
iiberlebende Darm unter Umstanden fermentativ ahnliche Spaltungen 
bewirken diirfte, wie sie durch die Hydrolysierung bei der Gewinnung 
der Histobasenfraktion und unter EinfluB der Résthitze auftreten 
kénnten. Die Spaltung von Lecithin in seine Bestandteile Cholin, 
Phosphorsaure, Glycerin und den Fettsaurerest, legt Komponenten frei, 
von welchen das Cholin sicher auf die Darmbewegung einwirkt, 
die Phosphorsiure héchstwahrscheinlich und vielleicht auch das 
Glycerin und die Fettséiuren. Wir verwendeten besonders reine, 
selbsthergestellte Praparate von Pflanzenlecithin (aus Hafer) und Tier- 
lecithin von Merck (Eilecithin). 


6. Kartoffelstarke + Eialbumin. 
Die kolorimetrische Kurve der Hydrolyse dieser Mischungen weist schon im 
ungerésteten Anteil den Gehalt von 125 »/cem Histobasen auf, fallt bei 100° 
auf 77 y/cem, zeigt bei 125° 87 »/cem, fallt bei 150° auf 53 +/cem, steigt bei 
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150° auf I8L y/eem und betragt bei 200° noch 171 y/cem. Dem niedrigsten 
Gehalt von 53 7/cem des Réstanteiles von 150° entspricht auch die geringste 
Erregbarkeitssteigerung des Darms; besonders steile Kurven ergaben sich 
beim Zusatz des bei 200° gerésteten Extraktanteiles, ebenso bei dem des 
bei 100° gerésteten Materials. Die iibrigen Ausziige bewirkten relativ 
geringe Erregbarkeitsanderungen des Darms; namentlich fallt dies bei 
dem ungerésteten Auszug auf. Hier liegt ein deutlicher Unterschied 
zwischen dem kolorimetrischen und biologischen Wert vor, wofiir eine Er- 
klarung zundchst nicht méglich ist. Vielleicht kénnen weitere Réstversuche 
mit Stoffen von hohem EiweiBbgehalt dies spater kliaren. 


7. Kartoffelstdarke +- Gelatine. 
Die kolorimetrische Kurve der Réstausziige von Kartoffelstarke 
Gelatine verlaiuft praktisch horizontal mit der Tendenz zum Abfall bei 
héheren Résttemperaturen. Es handelt sich hierbei also, wie schon im 
ersten Teil dieser Arbeit mitgeteilt, sicher nicht um irgendeine Neubildung 
oder weitere Freilegung von Histobasen. Uber den Histidingehalt des 
Glutins liegen verschiedene Untersuchungen vor!, im allgemeinen ist nur 

mit einem geringen Gehalt, etwa 0,9 °,, zu rechnen. 

Die Wirkung der bei den verschiedenen Résttemperaturen gewonnenen 
Extrakte der Kartoffel-Gelatinemischung auf den Darm sind durchweg als 
geringe Histidineinwirkungen zu bewerten. Der y-Gehalt/cem der Kolori- 
meterwerte betrug bei dem ungerésteten Anteil 71 7, bei 100° 57 4, bei 
125° 68 y, bei 150° 78 y, bei 175° 60 », bei 200° 67 ». Schroffe Anstiege und 
Abfalle fehlen im Kurvenmaterial dieser Reihe véllig, so daB das Verhalten 
bei langsam mit der Zeit zunehmender Einwirkung und bei Sauerstoff- 
sperre, ,,Riihren** und Sauerstoffwiederzufuhr der Wirkung schwacher reiner 
Histidinl6sungen auf den Darm am niachsten kommt. Eine Histamin- 
bildung in beachtenswertem Umfang la®8t sich aus den Kurven jedenfalls 
nicht ableiten. Im ganzen zeigen also die Kolorimeterwerte und die bio- 
logische Wirkung dieser Extrakte einen gleichsinnigen Verlauf. 


S. Kartoffelstdrke + Histidin. 

Die im Darmversuch gepriiften Ausziige bei Werten von 22, 26, 22, 
26, 19 und 16 y fiir die Kolorimeterwerte der Ausziige vom ungerésteten 
bis zu dem bei 225° gerésteten Anteil sind durchweg niedrig. Ohne die 
Annahme, das’ geringe Mengen von Histamin hierbei anwesend sind, labt 
sich eine besondere Wirkung auf die Darmerregbarkeit nicht erwarten. 

Der Darm wird aber durch die Extrakte erheblich erregt, und zwar ist 
nach dem Charakter der Kurven, sowie nach dem Verhalten gegeniiber 
Sauerstoffsperre, ,,Riihren** und Wiederzufuhr von Sauerstoff namentlich 
bei den bei héheren Temperaturen gerésteten Extraktanteilen eine Hist- 
aminkomponente unverkennbar. 

Diese Versuche bestatigen die Annahme, daB auch das bei Aus- 
ziigen natiirlicher Vegetabilien beobachtete Verhalten der gesteigerten 
Darmerregbarkeit (siehe Kartoffelmehl in der I. Mitteilung) im wesent- 
lichen mit einer Reaktion zwischen Réstprodukten, entstanden aus 
Kohlenhydraten und Histidin, zusammenhangen diirfte. 


' Siehe Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. physiol.- u. pathol.-chem. 
Anal., 8. 598. Berlin, Verlag Julius Springer, 1924. 
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n 9. Kartoffelstarke + Lecithinmischungen. 
e Der Zusatz von reinem Pflanzenlecithin in Emulsion zur Tyrodelésung 
h laBt eine deutliche Einwirkung auf die Darmerregbarkeit erkennen. Sie 
s unterscheidet sich aber von der Histidin-Histaminwirkung dadurch, dab 
Vv nach einem anfanglichen 
Pl schroffen Anstieg der Kurve 
d sehr rasch ein Abfall, haufig 
r- unter den Ausgangswert, er- 
le folgt. Die Sauerstoffsperre und 
das ,,Riihren’* wirken dagegen 
nur langsam und unausgiebig, 
wihrend die Wiederzufuhr von 
- Sauerstoff einen sehr betracht- 
e lichen Anstieg auslést, dem 
ebenfalls rasch ein starker Ab- 
- fall folgt, ein Vorgang, der sich 
es 6fter wiederholen kann. Uber- 
” dies fallt in einer Anzahl 
Kurven auf, daB die Darm- 
a bewegungen nach Zusatz von 
Is Lecithinemulsionen regelmasi- 
"a ger werden, was wir nach an- 
af deren Erfahrungen auf die Kin- 
d wirkung von Phosphat zuriick- 
re fiihren zu diirfen glauben. Ein 
. wesentlicher Unterschied in der 
" Wirkung zwischen Pflanzen- 
‘i und Tierlecithin hat sich nicht 
Is ergeben. Auch die Hydrolysate ies 
ag der Réstextrakte reinen Leci- 2 
thins zeigen im groBen und 
ganzen das eben beschriebene 
Verhalten reiner Lecithinemul- 
sionen. 
2, ; ; ; ; 
ma Diese eigentiimliche Leci- 
ca. thineinwirkung auf den iiber- 
3+ lebenden Darm zeigen auch die 
Réstprodukte von  Pflanzen- 
at lecithin. Der Auszug des unge- 
rosteten Anteils bewirkt steile 
“ Anstiege mit tiefem Abfall und 
oh starke Steigerung bei Wieder- 
- zufuhr von Sauerstoff nach vor- 
heriger Sperrung. Die Ausziige 
s- von 100 und 125° bewirken im 
n Gegensatz dazu nur geringe 
t- Erregbarkeitsinderungen — des 
Darms, wiaihrend diese bei den 
US bei 150 und 175° gerésteten 
Anteilen wieder sehr deutlich 
auftreten. Beim Rostauszug 
n. von 200° wird diese FEigen- 





schaft wieder geringer, doch 
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ist dabei eine grébere RegelmaBigkeit der Darmbewegung zu beob- 
achten. 

Sehr viel lebhafter verlaufen die Kurven der Réstanteile von Kartoffel- 
stirke mit Eilecithin, und zwar vom ungerésteten Anteil bis zu dem bei 200° 
gerosteten. Am deutlichsten wird dies bei der Wirkung des bei 125° ge- 
rosteten Anteiles, wie in Abb. 4 zum Ausdruck kommt. Die relativ lang- 
same Reaktion auf Sauerstoffsperre und ,,Riihren** steht im = schroffen 
Gegensatz zu den sehr starken Ausschlagen nach Wiederzufuhr von Sauer- 
stoff; zugleich ist der zeitliche Ablauf der Darmkontraktionen itm = Sinne 
grOBerer RegelmaBigkeit beeinfluBt. 


Zusammenfassung. 

1. Der Réstvorgang legt bei verschiedenen Temperaturen und 
verschiedenen pflanzlichen Nahimitteln unter anderem eine nach der 
Hohe der Temperatur und Art der pflanzlichen Lebensmittel verschieden 
grobe Menge von Histobasen frei. Je eiweibreicher im allgemeinen 
die Lebensmittel sind, desto gr6éRer ist der Gehalt an freigelegten Histo- 
basen, der aber bei den héheren Résttemperaturen durch pyrogene 
Zersetzung stark absinkt. : 

2. Die Histobasen wurden nach Vorschrift isoliert. [hr Nachweis 
wurde erbracht 

a) kolorimetrisch mit unserem Diazotierungsverfahren, 

b) biologisch mit ihrer Wirkung auf den iiberlebenden Darm. 

3. Je héher der kolorimetrische,Wert des Histobasengehalts war, 
desto starker war im allgemeinen auch, bei Zufiigung von Extrakten des 
Réstgutes, die Steigerung der Da’merregbarkeit und umgekehrt. 

4. Die Zahl der bisher untersuchten vegetabilischen Lebensmittel 
ist groB genug (11), um dieses Verhalten als regelmaBig bezeichnen zu 
diirfen. 

5. Der genauere Mechanismus der Réstung ist noch unbekannt: 
wahrscheinlich besteht er in einer Aufspaltung von gréBeren Molekiil- 
verbanden in kleinere. Dabei kénnen die entstehenden . Reaktions- 
produkte untereinander neue Reaktionen eingehen, und dies um so 
leichter bei erhéhter Temperatur. 

6. Um in diesen Reaktionsablauf einen Einblick zu_ erhalten, 
wurden Modellversuche an Mischungen der Hauptinhaltsstoffe von 
Vegetabilien angestellt. 

7. Kartoffelstirke wurde mit Eialbumin, Gelatine, Histidin und 
Lecithin vermischt und in der iiblichen Weise geréstet. 

a) Eine Beimischung von Albumin lieB die Histobasen ohne ersicht- 
liche Stérung entstehen, 

b) die Beimischung von Gelatine bewirkte keine Freilegung von 
Histobasen auBer der im ungerésteten Anteil vorhandenen Menge; es 
erfolgte im Gegenteil mit steigender Temperatureinwirkung ein Abfall. 
Der in Vegetabilien vorgebildeten Menge von Histobasen kommt daher 
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eine nicht unwesentliche Bedeutung zu, die weitere Untersuchungen 
klaren sollen. 

¢) Mischungen von Kartoffelstirke und Histidin verhielten sich 
wie die von Kartoffelstarke und Gelatine. Durch diese Versuche wird es 
wahrscheinlich, daB die durch die Réstung der Kohlenhydrate inter- 
mediair entstehenden Stoffe sich mit EiweiBspaltpredukten bei der ge- 
steigerten Temperatur umsetzen (Melanoidinbildung ‘). 

d) Mischungen von Kartoffelstarke und Lecithin lassen nach den 
chemisch-analytischen Befunden keine Stoffe mit Histobasencharakter 
entstehen, dagegen erscheint es nach den biologischen Versuchen 
moéglich, daB Lecithin in seine Komponenten zerfallt, die ihrerseits 
eine erregende Wirkung auf den Da:m entfalten kénnen. 


Zeichenerklirung. 


Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der Einwirkung. Die Nummern be- 


ziehen sich auf die Réstausziige. r Durchriihren der Fliissigkeit. WW 

Wasserwechsel, d.h. Tyrodewechsel. P Pause, Zahl dahinter zeigt 
die Anzahl in Minuten an. O weg = Sauerstoffsperre. O zu = Wiederzufuhr 
des Sauerstoffs. Ha Histamin. Die Zeit ist in Einheiten von ungefahr 


1 Sekunde auf der gestrichelten Grundlinie aufgetragen. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden uns durch eine gro ziigige 
Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft erméglicht, wofiir 
wir auch an dieser Stelle unseren herzlichen Dank aussprechen méchten. 





Mikrobestimmung der Maltose. 
Von 
S. M. Strepkoy. 
(Aus der Universitat Samarkand, USSR.) 
(Eingegangen am 5. September 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Zur Bestimmung von Maltose habe ich folgende Methode aus- 
gearbeitet: Maltose wird durch alkalische Jodlésung zu Maltobionsaure 
oxydiert, welche bei saurer Hydrolyse in d-Gluconsaure und d-Glucose 
gespalten wird: 

C,,He,09. CHO + J, + 3NaOH = C,,H,,0,..COONa + 2NaJ + 2H,0; 
C,H, 01) -COONa + H,O = C,H,,0,. COONa +. C,H,20,- 


Die gebildete Glucose wird mit Ferricyanid titriert. 
Zunachst wurde die Zeit bestimmt, die zur Hydrolyse von Malto- 
bionsdure nétig ist: 


Je 10 cem einer Lé6sung von Natriummaltobionsaure (erhalten durch 
Oxydation von 7 mg Maltose mit Jod in alkalischer Lésung) wurden mit 
l eem konz. Salzsaiure (d 1,19) versetzt und auf dem Wasserbad erhitzt. 
Nach bestimmten Zeiten wurde abgekiihlt, neutralisiert und auf 20 cem 
aufgefiillt. In 2 cem des Hydrolysats wurde die Glucose bestimmt, indem 
mit 2cem n/200 alkalischer K,Fe(CN),-Lésung im siedenden Wasserbad 
15 Minuten lang erhitzt und der CherschuB des Ferricyanids jodometrisch 
bestimmt wurde. Wie Tabelle I zeigt, ist die Hydrolyse der Maltobionsaure 
unter diesen Bedingungen in einer Stunde beendigt. 


Tabelle I. Hydrolyse der Maltobionsaure. 





Dauer der Hydrolyse in Min.: 15 30 45 60 9 
ccm n/200 NagS,Q,.* ...... | 1,72 1,88 1,92 1,96 1,96 
me Gineosee 2... . . s » « « || O08 | O8B7 | O04? | 080! 0,351 


* Mittelwerte aus zwei Bestimmungen, die untereinander um nicht mehr als 0,01—0,02cem 
n/200 NagS» Og differierten. 


In der Untersuchungslésung allenfalls anwesende Aldosen (Glucose, 
Mannose, Galaktose und Pentosen) werden durch alkalische Jod- 
lésung zu den entsprechenden Sauren oxydiert, welche bei der Hydrolyse 
der Maltobionsaure in nicht reduzierbare Lactone iibergehen. Fructose 
wird durch Jod teilweise oxydiert und geht bei der Hydrolyse der 
Maltobionsaure vollstandig in Lavulinséure iiber. Wir haben festgestellt, 
wie groB die Salzsiurekonzentration und wie lange die Dauer des Er- 
hitzens sein muB, damit die Fructose vollstandig zerstért wird: 





Mikrobestimmung der Maltose. 

Zu lO0cem einer L6sung von 2,5 mg Fructose bzw. Glucose wurden 
Mengen von 1,0, 1,5 und 2,0 cem konz. Salzsaure gegeben und im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Nach je 30 Minuten wurden die Proben abgekihlt, 
neutralisiert, auf 20cem aufgefiillt und der Zuckergehalt in 2 cem der 
Lésung bestimmt. 


Tabelle Il. Zerst6rung der Fructose durch Salzsaure. 





Fructose Glueose 
Dauer Konz. Salzsiiure in cem 


des 

Er- P 15 2,0 
hitzens 
in Std. Zuckerrest in 


mg Vo mg V'o mg 


0,128 51,3 0,101 40,5 0,094 37,5 0,250 100.0 
0,124 49,7 0,058 23,1 0,050 20.0 ),249 99,6 
0,110 44,0 0,023 9,2 0,021 8,5 0,251 100.4 
0,047 18,7 0,000 0,0 0,000 0,0 0,250 100.0 
0,003 1,2 0,252 100,8 
Die Zerstérung von Fructose ist, wie Tabelle I] zeigt, bei 100° 
unter den angegebenen Bedingungen bei Gegenwart von 1,5 bis 2 cem 
konz. Salzsiure nach 2 Stunden vollstindig, Glucose dagegen wird 
nicht angegriffen. 
Ausfiihrung der Bestimmung. 
Reagenzien. 
n/10 Jodlésung in Jodkali, 
n 10 Natronlauge, 
konzentrierte Salzsiure (d 1,19), 
5° ige Natriumsulfitlésung, 
20 °,ige Natronlauge, 
n/200 K, Fe (CN),-Lésung [1,65 g K,Fe(NC), + 10,6 
wasserfreie Soda im Liter], 
teagens zur Fallung von Ferrocyanid: Jedesmal frisch 
bereitet aus 50 cem 10 °(iger Zinksulfatlésung + 50 cem 
5 %iger Kaliumjodidlésung, 
8. 3°ige Essigsdiurelésung, 
9. n/200 Natriumthiosulfat, 
10. 1° ige mit Kochsalz gesattigte Starkelésung. 





5cem der Untersuchungslisung, welche nicht mehr als 





7mg Maltose enthalten soll, werden in einem MeBreagens- 
glas von 20 cem Inhalt (Abb. 1) mit 0,6 cem n/10 Jod- Abb. 1. 
lésung und 1,0cem n/10 Natronlauge versetzt und durch- 

geschiittelt. Nach 30 bis 40 Minuten werden 1,6 cem konz. Salzsiure 


+ . ° ‘ae ° = P pe 
zugegeben; der UberschuB8 an Jod wird mit 5°,iger Natriumsulfit- 
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lésung entfernt. Sodann erhitzt man das verschlossene Glas im 
siedenden Wasserbad lL Stunde, bei Gegenwart von Fructose jedoch 
2 Stunden lang. Nach dem Abkiihlen wird das Hydrolysat zunachst 
mit 20° ,iger Natronlauge ungefahr, danach mit n 10 NaOH genau 
neutralisiert und bis zur Marke aufgefiillt. 

Im Falle der Anwesenheit von Saccharose wird diese (vor der Oxydation 
der Maltose) invertiert, indem die Lésung (5 cem) mit 0,5 cem konz. Salz- 
saiure 8 Minuten lang auf 68 bis 70° erhitzt und nach dem Abkiihlen mit 
Natronlauge neutralisiert wird. 

Zu 2ccm der neutralen Losung werden 2 cem alkalischer n 200 
K, Fe(CN),-Lésung gegeben, das Glaschen wird im siedenden Wasser- 
bad 15 Minuten lang erhitzt und nach dem Abkiihlen werden 3 cem 
Reagens fiir die Fallung des Ferrocyanids hinzugefiigt. Dann wird mit 
2cem 3° iger Essigsiure angesduert und das freie Jod nach Zugabe 
von 2 Tropfen 1°,iger Stairkelésung mit n 200 Thiosulfat  titriert. 
Gleichzeitig wird auf analoge Art eine Kontrollbestimmung durchgefihrt. 

Der Maltosegehalt (x) in der Untersuchungslésung (5 ccm) ergibt 

"a —b : ; : 
sich aus der Formel: x 7,16: . worin a und 6 die Anzahl eem 
a 
n 200 Thiosulfat der Kontrolle bzw. der Bestimmung bedeuten. 
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Zur Methodik 
der Mikrojodbestimmung in biologischem Material’. 
Von 
Hilmar Wilmanns. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Kiel.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1936.) 


Die Bedeutung des Jods in seiner verschiedenen chemischen Bindung 
und seinen stoffwechselphysiologischen Zusammenhangen ist in den 
letzten Jahren mehr und mehr in den Vordergrund der wissenschaft- 
lichen Forschung gestellt worden. Immer wieder erscheinen Arbeiten 
iiber die Methodik der Jodbestimmung, die das Fehlen eines wirklich 
einwandfreien, von allen Forschern anerkannten Analysengangs 
vermissen lassen. Tatsachlich wird zur Zeit im In- und Ausland nach 
verschiedenen Verfahren gearbeitet, die so unterschiedliche Werte 
liefern, da eine eindeutige Beurteilung der gewonnenen physioiogi- 
schen Erkenntnisse unmdglich erscheint. Wenn z. B. bei der Auf- 
arbeitung eines leicht zu veraschenden organischen Materials wie 
Frischblut nach dem Verfahren von Pfeiffer (1) ein Normalwert von 20 
bis 30 y-°% erscheint und andererseits das Leipertsche Verfahren (2) in 
der Modifikation von Sturm (3) im selben Blut nur 8 bis 12 y-°,, Jod 
als normal erscheinen laBt, dann sind diese methodischen Unterschiede 
beim AufschluB schwer verbrennbarer Substanzen noch gréBer und 
noch weniger kontrollierbar. 

Tatsichlich miissen wir heute zugeben, dab das Jodproblem in 
seiner Bedeutung fiir die Klinik und fiir die Physiologie des Stoffwechsels 
in den Anfangen steht, bis die Grundlage eines von allen Untersuchern 
anerkannten Analysenganges geschaffen ist. Wie soll, wenn die einzelnen 
Autoren nach sich widersprechenden Verfahren arbeiten, z. B. die sehr 
wichtige Frage geklart werden, ob der physiologische Blutjodwert 
landschaftlich-klimatische Schwankungen aufweist, ob sich also Unter- 
schiede ergeben bei den Bewohnern der Meereskiisten, des Binnenlandes 
und der Hochgebirge? Weiter folgt hieraus die Unsicherheit in der 
Beurteilung der Zusammenhange zwischen Blutjod und den verschiedenen 
Formen des Basedow, des Kropfes und der endokrinen Driisen. 

Es ist nicht notwendig aus der Literatur eine Statistik zusammen- 
zustellen, die die Widerspriiche der Jodforschung bis in die letzte Gegen- 
wart hinein erweist, die aber auch manche Analyse enthalt, die infolge 
zu geringen Ausgangsmaterials Jodwerte liefert, welche in der Fehler- 
grenze der Methodik liegen und daher gar nicht zu bewerten sind. Und 
doch werden solche Analysen als Beweis fiir Basedowtheorien oder zur 

' Von der Medizinischen Fakultét der Universitat Kiel angenommene 
Dissertation. 
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klinischen Diagnostik herangezogen. Jeder Jodforscher weil zwar 
um die Schwierigkeiten der Mikrojodbestimmung, aber er ist von det 
Richtigkeit seines Verfahrens tiberzeugt und lehnt daher anderslautende 
Ergebnisse ab. 

Wir hatten uns zunachst die Aufgabe gestellt, die methodischen 
Verschiedenheiten in der biologischen Jodforschung soweit zu klaren, 
daB wirklich objektiv und allgemein anerkannte Analysen vorgelegt 
werden kénnen. Unser Bestreben war dementsprechend nicht, die 
Unzulanglichkeit eines anderen, von uns nicht geiibten und nicht be 
herrschten Verfahrens nachzuweisen, sondern wir versuchten, mit 
soleh einem anderen Verfahren gleich gute Analysen und dieselben 
Ergebnisse zu erzielen, wie mit dem bei uns eingefiihrten Pfeifferschen 
Verfahren (1). Denn als Beweis fiir mitgeteilte Ergebnisse und fiir daraus 
abgeleitete Theorien kann gelten, wenn auf verschiedenem Wege das 
leiche Ziel erreicht wird. In diesem Sinne hat, H. Léhr (4) in seiner 
. Mitteilung die verschiedenen Methoden der Jodbestimmung be- 
sprochen und hat dort bereits die Uberpriifung der Leipertschen Methode 
dureh uns in Aussicht gestellt. 


Uv 
— 
I 


DaB die Notwendigkeit, eine einheitliche Ausgangsbasis der organischen 
Mikrojodanalyse zu schaffen, auch in anderen Liandern erkannt wird, erhellt 
aus der Arbeit von Harvey (5), die das Ergebnis ausfiihrlicher methodischer 
Untersuchungen in verschiedenen Lahoratorien Englands ist und die die 
Aufgabe hatte, eine absolut zuverlassige Mikrojodbestimmungsmethode zu 
schaffen und allgemein zur Anerkennung zu bringen. In der Einleitung zu 
dieser Arbeit, auf die wir weiter unten noch zuriickkommen werden, heist 
es: .,... but the main conclusion was that further works on this and othe: 
aspects of the iodine problem could not profitably be undertaken until a 
more reliable method of chemical analysis for the purpose had been devised." 
Der Zweck dieser Bestrebungen ist einleuchtend, und es ware zu fordern, 
da auch in Deutschland eine Methode zur Mikrojodanalyse als die beste 
und zuverlassigste allgemein anerkannt wird, und das éffentliche Mittel niu 
fiir wissenschaftliche Arbeiten verwendet werden diirfen, die nach eine: 
solehen Standardmethode ausgefiihrt werden. Keinesfalls soll damit 
methodisches Arbeiten unterbunden werden, aber eine neu vorgelegte 
Methode muB erst jeder Kritik nach allen Richtungen hin standhalten und 
sie muB anderen Verfahren gleichwertig oder iiberlegen sein, ehe sie in die 
wissenschaftliche Forschung Eingang findet. 

Es sollen zunachst einige newe Verfahren der Jodbestimmung kritisch 
besprochen werden. Doering (6) gibt eine Methode an, deren Prinzip dei 
alte Cariussche AufschluB mit rauchender Salpeterséiure unter Zusatz von 
Silbernitrat im Bombenrohr ist. Die Silberhalogenide fiihrt Doering durch 
Umsetzung mit Zink in die léslichen Zinkhalogenide um. Nach Filtration 
wird in der iiblichen Weise die Winkler-Titration ausgefiihrt. Bei seinen 
Analysen verascht Doering 4 bis 5cem Blut in einem Bombenrohr, wobei 
er jedoch schon bei 5 cem Blut, um Explosionen zu vermeiden, nach Erhitzen 
auf 150° unterbricht, das Rohr 6ffnet, nochmals zuschmilzt und nun erst 
auf 250 bis 280° erhitzt. Schon wegen seiner Umstandlichkeit erscheint 
dieses Verfahren fiir Reihenuntersuchungen in einem klinischen Laboratorium 
vollig ungeeignet. Warum wir das angegebene Verfahren aber ablehnen 
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miissen, geht aus einer einfachen rechnerischen Uberlegung hervor. Alle 
Jodanalytiker sind sich einig in der Auffassung, da®8 fiir Blutanalysen 
mindestens 10cem Frischblut erforderlich sind, da anderenfails die Ergebnisse 
in den Fehlerbereich der Titration hineinkommen. Doering verascht 5 cem 
Blut und findet Jodwerte von 7 und 8 ¥-%, also in einer Analyse 0,35 und 
0,4 » Jod! Wenn er, wie er angibt, mit n 500 Thiosulfatlésung titriert, dann 
verbraucht er 0,008 bzw. 0,010 cem Thiosulfatlésung! Da diese Analysen 
bereits in der Fehlergrenze der Titrationsmethode liegen, sind die Ergebnisse 
Doerings nicht zu verwerten. Das Vorhandensein von annahernd | y Jod in 
einer Analyse ist nun einmal Voraussetzung, ehe nicht die Winkler-Titration, 
die noch mit n/1l000 Thiosulfatlésung ausgefiihrt werden kann, durch eine 
empfindlichere Reaktion ersetzt wird. Aber auch dann bleibt es fraglich, 
ob nicht die Vorteile einer feineren Endreaktion durch die grob-mechanische 
Aufarbeitung illusorisch werden. Denn nach Doering miissen 0,4 7 Jod 

0,4 Millionstel Gramm Jod als AgJ ausgefallt, dekantiert, filtriert, aus- 
gewaschen und weiter umgesetzt werden! 

Paal und Motz (7) veraschen Blut nach dem Verfahren von Pfeiffer (1) 
mit Schwefelsiure-Perhydrol. Aus der angesiuerten Absorptionsfliissigkeit 
wird alles Jod, ferner etwas Brom und Chlor mit AgNO, gefallt. Nach 
Filtrieren wird der Niederschlag durch Hydrazin in alkalischer Lésung bei 
Gegenwart von metallischem Zink zersetzt. In der Lésung der Zinkhalo- 
genide wird das J’ direkt elektropotentiometrisch bestimmt. Paal und 
Motz haben ihr anfangs sehr umstindliches Verfahren wesentlich vereinfacht. 
Die mitgeteilten Analysen zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung, deren 
Genauigkeit durch Testanalysen belegt wird. Die Verfasser kommen dabei 
zu einem Blutjodwert von etwa 8 y-°,. Vor der Winkler-Titration hat das 
elektrometrische Verfahren den Vorteil, daB mit Sicherheit Jod, und zwar 
nur Jod als Anion titriert wird (vgl. unten). 

AuBer dem alten Fellenbergschen Verfahren zur Jodbestimmung (8) 
in Blut und in Organen stehen vor allem zwei andere Verfahren zur Dis- 
kussion, die, wie eingangs bemerkt wurde, sehr unterschiedliche Jodwerte 
im Blut liefern. Es handelt sich dabei um die nassen Aufsechliisse nach 
Pfeiffer (1) und nach Leipert (2). Der Haupteinwand gegen den Aufschluls 
nach Fellenberg besteht in der Unmdéglichkeit, die offene Veraschung so zu 
leiten, da’ Jodverluste mit Sicherheit vermieden werden kénnen. Und es 
spricht nur fiir das Kénnen Fellenbergs, wenn ein anderer erfahrener Ana- 
lytiker von diesem Verfahren sagt, ,,... da es nur von Hand zu Hand 
gelernt werden kénne...‘* Das bedeutet aber, dai diese Methode fiir ein 
kliniseches Laboratorium ungeeignet ist, und es erhebt sich weiterhin die 
Frage, ob nicht doch dem geiibtesten Analytiker Fehlresultate unterlaufen 
kénnen, wenn der AufschluB aus irgendwelchen Griinden, die in der Natur 
des organischen Materials liegen kénnen, abweichend von der Norm verlauft. 

Um den individuellen Unsicherheitsfaktor des Fellenbergschen Ver- 
fahrens zu vermeiden, haben verschiedene englische Chemiker im Auftrag 
des ,,Medical Research Council: das von Hurtly modifizierte Fellenberg sche 
Verfahren eingehend durchuntersucht. In der Veréffentlichung von Har- 
vey (5) finden sich nicht nur iiber den AlkaliaufschluB, sondern auch iiber 
die Alkoholextraktion und die Winkler-Titration sehr genaue und beachtens 
werte Vergleichsanalysen, die die einzelnen Reaktionsvorginge unter den 
verschiedensten Bedingungen optimal zu erfassen suchen. Indem alle 
Faktoren, wie Temperatur, Zeit, Substanzmengen usw. in ihren wechsel 
seitigen Einfliissen tiberpriift und festgelegt werden, gelangt Harvey zu 
einer standardisierten /’ellenberg-Methode, die, was nicht bestritten werden 
soll, sicher zu gut iibereinstimmenden Ergebnissen fiihren kann. Ob aber 
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diese Ergebnisse wirklich in jedem Falle absolute Werte sind, bleibt eine 
offene Frage. Jedenfalls werden Zusaétze nur in GréBenordnungen von 
| bis 10 + Jod veréffentlicht, und Harvey selbst gibt zu, daB schon beim 
Erhitzen in Platinschalen durch die katalytische Wirkung des Platins Jod- 
verluste méglich sind. So glauben wir, daB bei schwer aufzuschlieBendem 
Material oder bei anders gearteten Reaktionsbedingungen doch unkon- 
trollierbare Jodverluste eintreten kénnen, und die Bemiibungen, zu einer 
Verbrennung im geschlossenen Gefai zu kommen, die von Pfeffer (1), 
Schwaibold, Harder (9) u.a. begonnen und von Léhr (4), Mébius (10), 
Koppenhéfer (11) usw. tortgesetzt und ergainzt wurden, durchaus zu Recht 
hestehen. Léhr(4) berichtet tiber seine Erfahrungen mit der Methode 
Liickers (12) und ver6étfentlicht weiterhin seine Ergebnisse mit dem sauren 
AufschluB von Pfeiffer, die sich in guter Ubereinstimmung befinden mit den 
Analysen anderer Autoren, die nach Pfeiffers Vorschrift arbeiten. 

Die Methode Pfeiffers, der AufschluB mit Schwefelséure-Perhydrol, ist 
vom Autor selbst in allen Einzelheiten mehrfach eingehend beschrieben 
worden, so dai} wir das Verfahren als bekannt voraussetzen kénnen. 

In letzter Zeit wird die Pfeiffersche Methode von Sturm, Plotner . 
Maas (3) und von Doering (13) einer Kritik unterzogen und als unzureichend 
abgelehnt. [Vgl. hierzu auch Pfeiffer, Mébius, Pohl (14).| Sturms Bedenken 
sind vorwiegend theoretischer Natur. Seine praktischen Erfahrungen, 
schreibt er, ,,... stiitzen sich auf etwa 20 Analysen, entbehren also des 
Hinweises auf eine besondere, durch lange Ubung erzielte Routine’. Wit 
sind mit Sturm derselben Ansicht, daB dies der Grund fiir den wechselnden 
und unbefriedigenden Ausfall seiner Ergebnisse ist. Denn bei den methodi 
schen Schwierigkeiten der Mikrojodanalyse ist es auch fiir den erfahrenen 
Analytiker erst nach langeren Erfahrungen mdéglich, iiber den Wert eine: 
Methode endgiiltig zu entscheiden. 

Doering (6) kommt zu dem Ergebnis, daBs die mit der Fellenbergschen 
Methode gewonnenen niedrigen Blutjodwerte richtig sind, da sie auch mit 
der ,,Pfeifferschen*s Methode ,,bei richtiger Handhabung derselben* er 
halten werden. Abgesehen davon, daB Doering die unzureichende Menge 
von nur 5cem Blut verascht, daB geniigende Testanalysen fehlen, hat e1 
das Verfahren von Pfeiffer in seinen wesentlichen Teilen abgeandert. 
Doering verzichtet auf die von Pfeiffer angegebene Zusatzverbrennung, 
d. h. auf die Zerst6rung der Fettséiuren im erhitzten Quarzrohr am Platin 
kontakt. Zur endgiiltigen Veraschung der organischen Substanz ist e1 
daher gezwungen, die alkalischen Vorlagen in einer Nickelschale einzu 
dampfen und bis zu beginnender Rotglut tiber freier Flamme zu erhitzen. 
Wenn so ,,die richtige Handhabung‘: der Pfeifferschen Methode darin 
hesteht, daB eine Veraschung nach Fellenberg im offenen GefaB mit der 
Moéglichkeit unkontrollierbarer Jodverluste angeschlossen wird, dann ist es 
kein Wunder, wenn Doering niedrige und nicht iibereinstimmende Jodwerte 
findet. Als Beweis gegen die Analysen, die Pfeiffer, Léhr, Mébius u. a. mit 
dem SchwefelsiureperhydrolaufschluB gefunden haben, ist die Arbeit von 
Doering nicht zu werten. 

Lohr (15) teilte bereits mit, daB wir nach der Leipertschen Methode 
zu brauchbaren Ergebnissen gekommen sind. Uber die vorliegenden 
Untersuchungen soll nun berichtet werden. 

Das Wesen der Leipertschen Methcde ist eine offene Veraschung 
von organischem Material mit Chromschwefelsiure, wobei das vorhandene 
Jod zu nicht fliichtigem Jodat oxydiert wird. In der geschlossenen 
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Apparatur wird nun mit arseniger Saure reduziert und das Jod mit 
Wasserdampf in alkalische Vorlagen destilliert. 

Nachdem von Sturm (3) empfohlenen Analysenansatz gelang 
es uns zunichst nicht, befriedigende und tibereinstimmende Werte 
zu erzielen. Auch ein privater Besuch bei Sturm brachte uns nicht weiter, 
indem wir in gemeinsamer Arbeit zwar sehr gut tibereinstimmende 
Blutjodanalysen fanden, aber bei allen Jodzusatzen Verluste von 10 bis 
20°), ja bis zu 50°, feststellen muBten. Obwohl wir eine Erklarung 
fiir diese Jodverluste nicht fanden, haben wir in Kiel unsere Versuche 
mit der Leipertschen Methode fortgesetzt. Es muBte festzustellen sein, 
auf welcher Stufe des Chromschwefelsaureaufschlusses der Jodverlust er- 
folgte. Sodann erhob sich die Frage, ob durch eine Anderung des Ver- 
fahrens der Verlust mit Sicherheit vermieden werden konnte. 

Wir haben in der Folgezeit den AufschluB, die Reduktion und die 
Destillation unter den verschiedensten Bedingungen vor sich gehen 
lassen und haben hierbei folgende Mangel an der Sturmschen (3) Letpert- 
Modifikation festgestellt. 

1. Die angegebene Chromsauremenge ist zu gering. 

2. Die Destillationsdauer nach Sturm ,,bis die Fliissigkeit in det 
1. Vorlage sich etwa verdoppelt hat‘ reicht in keiner Weise aus. 

Vergleichsanalysen mit 10 und 20 cem Blut ergaben, da’ fiir 20 cem 
Blut 30 bis 40 ccm gesattigte Chromsaurelésung notwendig sind. All- 
gemein laBt sich sagen, daB bei jedem organischen Material nach Zugabe 
der konz. Schwefelséure rotes Chromtrioxyd im Uberschu8 vorhanden 
sein muB, das beim nun folgenden Erhitzen auf dem Babotrichter in 
Chrom-I]1-Salz zerfallt, wobei Sauerstoff in feinen Blaschen entweicht. 
Hierdurch werden in der heiBen AufschluBsaure die letzten Reste organi- 
scher Substanz verascht. Bei Anwendung zu geringer Mengen Chromsdure 
verbleiben organische Restverbindungen im Kolben, entweichen zum Teil 
beim Kochen in die Lujt und fiihren dann allerdings zu Jodverlusten. 
Nach der Reduktion destillieren diese organischen Verbindungen in 
die Vorlagen. Manerkennt sie daran, da nach Kinengen der Absorptions- 
fliissigkeit und Ansauern der Geruch nach Essigsiure unter Umstanden 
auch nach Ameisenséure auftritt, und daB reichlich Bromwasser beim 
Zutropfen entfarbt wird. Durch Anwendung geniigender Mengen 
Chromsaure lassen sich diese Fehlerquellen mit Sicherheit vermeiden. 

Sturm hat die Wasserdampfdestillation des Leipertschen Verfahrens 
erheblich abgeandert. Wahrend Leipert bei einem Vakuum von 50 bis 
60mm Hg destilliert, erreicht Sturm durch Verwendung des Queck- 
silbervakuumreglers lediglich einen geringen Unterdruck in seiner 
Apparatur. Ferner hat Sturm die Destillation durch zwei vor das 
Kondensrohr geschaltete Kiihlkugeln unterbrochen. Wir bedienten 
uns derselben Anordnung, da wir feststellen muBten, da bei héherem 
Vakuum sehr leicht Chromsiurespuren in die Vorlagen hineingelangen. 
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Sturm beriicksichtigt nun offenbar nicht, daB bei so erschwerten De- 
stillationsbedingungen eine langere Zeit und ein gréBeres Destillat 
erforderlich ist, um alles Jod quantitativ in die Vorlagen zu_iiberfiihren, 
Wir konnten zeigen, daB bei einem Destillat von 10 bis 30 cem — Sturm 
schreibt LO cem vor! bei Jodmengen in der Gréenordnung des 
Blutjods etwa 10 bis 20°, Jod im AufschluBkolben zuriickbleiben, dal 
dieser Verlust aber wesentlich zunimmt bei gréBeren Zusatzmengen. 
Aus Tabelle I, die fraktionierte Destillationen enthalt, geht deutlich 
hervor, daB es bei geniigend langer Destillation gelingt, das Jod quanti- 
tativ aus dem Kolben auszutreiben. 


Tabelle 1. Quantitative Destillation und Destillationsvolumen. 





Gesamtdestillat 200 cem 





Vor ‘ ” ‘ Ps ~ 
10 10 30 50 50 a0 Gesamtjod 
Nr. gelegtes a 
Fd en ; ecm Destillat Mm) 
0 50 50 50 
1 18 15,2 hy 0.4. 17,0 
2 16 11,4 40 | 09 16,3 
3 16 In den 11.8 2.5 14,3 
4 95.3 Destillat- 93.4 29 0S 27,1 
5 36 fraktionen 28 49 1,0 34,0 
6 38 titriertes 33,8 3,2 1,0 38,0 
7 72 Jod in y 67 32 | 27 72.9 
8 162 145 8 26 1,1 156,7 
9 160 138 17 5 2.1 161.9 
20 30 ni 50 50 
10 18 er 9.6 41; 29 0,5 17,0 
11 480 rani t ae 361 62 19 8 3 4538 
10 10 30 50 50 50 
12 , 480 anise | 374 70 22 y 5 2 482 
18 480 ete ao) aa ae 13 3 456 


Auf eine Fehlerméglichkeit sei nochmals hingewiesen. Die im 
Handel befindlichen Chromsaéurepraparate der Firmen Merck und 
Schering enthalten fast stets minimale Jodverunreinigungen, die bei 
der GréBenordnung des Jods im Blute und in Organen zu_beriick- 
sichtigen sind. Es ist daher notwendig, von jedem Praparat eine Leer- 
analyse auszufiihren und den so ermittelten Chromséurejodwert vom 
Analysenergebnis abzuziehen. Dann allerdings ergeben Blut- «und 
Organanalysen sehr gut iibereinstimmende Werte, und Zusiétze von 
anorganischem Jod und von Thyroxinjod werden in GréBenordnungen 
von | bis iiber 1000 y Jod quantitativ wiedergefunden (vgl. hierzu 
Tabelle I). 

Um diesen Chromsaurefehler zu vermeiden, verwenden wir neuer- 
dings zum AufschluB Kaliumbichromat, dessen oxydierende Kraft 
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Tabelle Il. Testanalysen. 





Jodzusitze in Theoretische Enmittelter 


Nr, Untersuchtes y Jod Jodgehalt Jodgehalt Genauigkeit 
een KJ Thyroxin } 7 
| Leeranalyse 1,6 1.6 1.5 94 
2 1,6 1,6 1,5 94 
3 1,6 1,6 1,7 106 
4 4.5 45 4.2 93 
5 7,5 7,5 6.9 92 
6 a 16,0 16,0 16,2 101 
7 10cem Blut (To.) 1,12 
8 id , “ a 1,14 
) | | na ‘ 7,5 8,63 8,13 94 
10 IY " ‘i 15,0 16,13 17,44 LOS 
11 IG, »  (Gr.) 2,54 
12 vy rs ‘ 2,52 
13 iv = ‘ 15,0 17,53 18.4 105 
14 i B ¥ 1.5 ye 4.2 98 
15 (i » C¥o@.) 1,35 
16 /) e = 2,60 
17 Bete. iy . 16,0 17,35 16,7 96 
18 ws a " 24,0 25,35 26,1 103 
19 BO og. cp SOR) 0,8 
ae - 2,0 
—- oe. 36 37,0 33,9 Ty) 
22 Ie »  (Seh.) 29 
ay 20. s z 2.8 
24 | ganas ‘ 1,6 4.5 46 102 
25 Leeranalyse 160,0 160,0 162,0 101 
26 10 cem Blut (Vos.) 19 
27 IG. ‘i . 2,1 
28 a a s 16 18 ve 95 
29 1 | ee ~ (Wa.) 16,0 17,0 17,0 100 
30 ee oe A 160,0 161,0 157.0 98 
31 Cc x % 480,0 481,0 482 100 
32 IO; m ” 480,0 481,0 455 95 
33 io , is * 3,6 4.6 5.6 122 
34 £0. Re s 36,0 37,0 38,6 104 
35 Mm . i 150,0 150,0 140.0 93 
36 ae - . 150,0 150,0 142 95 
37 | Se e 300,0 300,0 313 104 
38 ) ae = 7 300,0 300,0 305 102 
39 a ‘ 450,0 450,0 440 98 
4() 10° ~. .” 4 480,0 480.0 464 91 
41 10: - i 1600.0 1600,0 1590 99 
42 Traubenzucker, 3 ¢ 72 72 72 100 


etwas schwacher ist, so daB ziemlich groBe Mengen, z. B. fiir 10 cem 
Blut 30 bis 40 g K,Cr,0,, notwendig sind. Bisher liegen gut iiberein- 
stimmende Blutanalysen vor. Im Zusammenhang soll spater, wenn 
die Frage geklart ist, berichtet werden, ob durch Bichromat auch 
in schwer aufzuschlieBendem Material, in fettreichen Substanzen usw., 
das Jod quantitativer erfaBt wird. 

Damit der Chrom-SchwefelsiureaufschluB leicht nachgepriift und zur 
Mikrojodbestimmung verwendet werden kann, sei der Analysenansatz 
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nochmals beschrieben. Zu 10 bzw. 20cem Blut wird eine Messerspitze 
Cerisulfat und 20 bzw. 40 cem gesattigte Chromsaurelésung gegeben und 
umgeschiittelt. Bei Organpulvern verascht man 1, 3, 5 g, bei Frischorganen 
entsprechend mehr. Je nach Art und Menge des organischen Materials wird 
die Chromsaéuremenge und auch die Heftigkeit der Reaktion verschieden 
sein. Damit der VeraschungsprozeB nicht zu stiirmisch beginnt, empfiehlt 
es sich, die Reaktion durch Zugabe von 20 bis 30 cem verdiinnter Schwefel- 
siure einzuleiten und erst dann konz. Schwefelsiure in besonders anfangs 
sehr kleinen Portionen zuzugeben. Bei jedem Aufschiumen oder Kochen 
der Fliissigkeit ist unter der Wasserleitung zu kiihlen. Wir verwenden bei 
20 bzw. 40 eem Chromsaure 150 bzw. 200 bis 250 cem konz. Schwefelsaure. 
In dieser Phase entweicht je nach der Natur des AufschluBmaterials Chlor, 
Chlormonoxyd und Brom. Die organische Substanz wird soweit zerstért, 
daB in der Regel keine festen Bestandteile mehr im Veraschungsgemisch zu 
erkennen sind. Nur bei schwer aufzuschlieBenden Stoffen wie Fettsubstanzen, 
Gehirnteilen und auch Kaninchenkot sind noch einige feste Partikel im 
Sauregemisch vorhanden, die bei der nun folgenden Endoxydation immer 
restlos aufgeschlossen werden kénnen. Man erhitzt auf einem Babotrichter, 
bis keine Sauerstoffblaschen aus dem Zerfall des tibersehiissigen Chrom 
trioxyds mehr entweichen, und bis die Fliissigkeit im Kolben siedet. Ein zu 
langes Erhitzen ist zu vermeiden, da sonst bei dem Zerfall der Schwefelsiure 

es entweicht zuletzt reichlich SO, —- das Saéuregemisch fest wird. Nach 
dem Abkiihlen wird der Kolben mit der Destillationsapparatur verbunden. 
Vorher verdiinnt man den Kolbeninhalt zweckmaBig mit etwa 100 cem 
H,O, um die Entwicklung von SO,-Nebeln zu verhindern. Bei schwacher 
Wasserdampfentwicklung erfolgt nun die Reduktion durch Zutropfenlassen 
von 25 bzw. 50 cem arseniger Saure, die wie folgt bereitet wird: In 100 cem 
gesittigter Pottaschelésung, die mit 400 cem Wasser verdiinnt und zum 
Sieden erhitzt wird, werden 50 g As,O, unter Umriihren aufgelést. 

Man entwickelt nun reichlich Wasserdampf und destilliert je nach der 
Menge des zu erwartenden Jods 100 bis 200 cem Fliissigkeit in die erste 
Vorlage, die mit 4 bis 6 Tropfen 20° jiger KOH und 2 Tropten schwefliger 
Saure beschickt ist. Die von Leipert (2) angegebene erste Vorlage wurde 
abgeaindert, indem das Auffanggefi®B durch einen Ayeldahl-Kolben von 
300,cem Inhalt ersetzt wurde. Die Aufarbeitung des Destillats erfolgt wie 
iiblich. Eindampfen auf dem Wasserbad, Anséiuern mit n/2 H,SO,, Oxy 
dation mit Bromwasser, Abdampfen des freien Broms und Titration mit 
n/1000 Thiosulfatlésung, die jeweils frisch zu bereiten ist. Sehr wichtig ist, 
dap bei der Bromoxydation und bei der Titration stets die gleichen Bedingungen 
eingehalten werden. Wir verwenden 4 'Tropfen Bromwasser bei einem Volumen 
von 3 bis 4cem, kochen unter standigem Umschwenken des K6lbchens 
45 bis 60 Sekunden und titrieren stets in einem Volumen von 2 bis 3 ccm. 
(Erwahnt sei noch, da bei mehreren Analysen mit 480, 800 und 1600 y Jod- 
zusitzen die zweite Vorlage getrennt aufgearbeitet wurde. Sie war jedesmal 
frei von Jod.) DaS auf auBerste Reinheit der Reagenzien und des doppelt 
destillierten Wassers peinlichst zu achten ist, ist selbstverstiandlich. 

Ein Blick auf die Tabellen I] und II] zeigt, daB die nach vor- 
stehender Vorschrift gefundenen Blutjodwerte tatsichlich wesentlich 
niedriger liegen, als nach dem auch von uns bisher geiibten Pfeifferschen 
Verfahren. Fest steht, daB das Leipert-Verfahren in unserer verbesserten 
Ausfiithrung einwandfrei iibereinstimmende Blutjodanalysen _liefert, 
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und daB Zusitze in allen GréBenordnungen, und zwar anorganischen 
und organischen Jods, quantitativ wiedergefunden werden. Ein Zweifel 
an der Brauchbarkeit der Methode kann somit nicht mehr bestehen. 


Tabelle III. Blutjodwerte nach Leipert und Pfeiffer. 


(Basedow-Patienten.) 





Untersuchte Jodgehalt im Blut in y-®/ 
Nr. Menge 
cem a) nach Leipert b) nach Pfeiffer 

1 Mee ae a ae 10 9,5 23.3 
2 ae 19 12.7 16,3 

3 en ae 10 13,5 17,1 
4 SERIE Pn oer ag 20 15,3 13,0 

5 ee ae 10 39.5 35,3 40,2 
6 Sr 8 ea. 10 37,0 12.2 

7 e hanes 20 32,8 

S i ere 10 14.6 22,2 
y eoks es 20 16,7 

10 meee Ree 2°, 24,0 21,2 
11 | eee eee 10 95 10,8 18.8 
12 | Ee ae eae 10 23.3 21,6 22.6 
13 Pi ae See as 10 18.6 19,0 14,8 
14 ee Mace “ar 10 23,4 25,2 20,7 


Es erhebt sich nun die Frage: Wodurch werden die hohen Jod- 
werte beim Pfeifferschen AufschluB hervorgerufen? Ferner mu die 
Forderung erhoben werden, da der, der noch an der Richtigkeit der 
hohen Blutjodwerte festhalt, beweist, daB beim Pfeiffer-Verfahren 
tatsachlich nur Jod titriert wird. Denn bei der Winkler-Titration 
wird nur eine oxydierende Substanz bestimmt, die aus KJ Jod frei 
macht. Ein Vergleich des Leipertschen mit dem Pfeifferschen Ver- 


fahren nach beiden Methoden sind in unserem Laboratorium viele 
hundert Analysen ausgefiihrt worden -- zeigt, daB die Leipert-Be- 


stimmung mit der Klarheit des chemischen Geschehens doch den Vorteil 
einer wesentlich einfacheren und rascheren Handhabung verbindet 
als die Bestimmung nach Pfeiffer. Ein Nachteil der letzteren Methode 
besteht sicher auch darin, daB trotz zwischengeschalteter Zusatz- 
verbrennung im Quarzrohr noch Reste organischer Verbindungen in 
die Vorlagen hineingelangen, die Pfeiffer im Platinschalchen zer- 
stért (16). iiber einer Sparflamme werden die letzten Spuren 
organischer Reste, die aus der Verbrennung eingeschleppt sein oder den 
Reagenzien entstammen kénnen, beseitigt..‘ Sicher ist das Arbeiten 


Pa 


in einer vollkommen geschlossenen Apparatur von Vorteil, um vor 
Jodverlusten sicher zu sein. Aber kénnen nicht doch auf diese Weise 
Verbindungen in die Vorlagen gelangen, die einen hohen Jodwert bei 
der Titration vortauschen ? 
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Um die Frage zu klaren, ob nach Pfeiffer nur Jod titriert wird, 
fiihren wir drei Untersuchungsméglichkeiten an: 

1. Wir haben versucht, kolorimetrisch durch Ausschiitteln mit 
Chloroform den wahren Jodgehalt zu bestimmen, muBten diese Versuche 
aber aufgeben, da das Verfahren im Vergleich mit der Thiosulfat- 
titration zu ungenau ist. Dureh Verwendung anderer ahnlicher Indi- 
katoren soll versucht werden, auf diesem Wege weiterzukommen. 

2. Paal und Motz (7) haben die von ihnen ausgearbeitete elektro- 
potentiometrische Methode der Jodtitration verfeinert und finden 
nun beim Pfeifferschen AufschluB bei drei mitgeteilten Normalblut- 
jodwerten 8 y-°%%, also den niedrigen Wert. 

3. Wir haben Blut nach Pfeiffer verascht, haben die Absorptions- 
fliissigkeit eingedampft; wie tiblich mit Alkohol extrahiert und haben 
den Riickstand nach Abdampfen des Alkohols nochmals mit Chrom- 
schwefelsiure nach Leipert verascht. Da wir anorganische Jodzusatze 
nach Leipert quantitativ wiederfinden, muBte so der wahre Jodgehalt 
des Pfeifferschen Alkcholextrakts, der in einer Parallelbestimmung 
nach Pfeiffer zu Ende aufgearbeitet und titriert wurde, ermittelt werden. 
Das Ergebnis zeigt Tabelle IV. Wir fanden denselben niedrigen Jod- 
wert, den wir nach Leipert direkt erhielten. 


Tabelle IV. 





Aufschluf nach 
AufschluB Pfeiffer, Alko- Aufschlus 


: Intarenchtes Fae holextraktion, aa 
Nr ' es ppd nochmals nach Seon: Bemerkungen 
Leipert verascht 
7-0 7-%o y-9!6 
1 10cem Blut (Vos.) 8,0 OT Fa - 16,5 
20 ‘ ‘ 10,0 6.8 6,9 
5.9 8,6 5 mal je 10 cem nach 
| Pyeiffer getrennt ver- 
2  5mal10cem Blut 13.5 13,0 12.3 17,1 aseht, nach Leipert 
(Vog.) | gemeinsam weiter 
$ . aufgearbeitet. 
3  10cem Blut (Dit.) 14,6 16,0 14,8 18,2 


Die letzte Mitteilung von Pfeiffer, Mobius, Pohl (14) kann unsere 
Bedenken gegen den hohen Blutjodwert nicht zerstreuen. Da Pfeiffer 
bei seinen Analysen mit dem Leipert-Sturmschen Verfahren zu den 
mitgeteilten Ergebnissen kam, wundert uns nicht, da Pfeiffer nach dem 
von Sturm empfohlenen Analysengang gearbeitet hat. Wir hatten 
bei unseren methodischen Untersuchungen anfanglich die gleichen 
Schwierigkeiten und Fehlresultate, iiber die Pfeiffer berichtet. Zur 
Nachkontrolle haben wir den Chrom-SchwefelséureaufschluB (wie 
Pfeiffer) in der geschlossenen Apparatur von Pfeiffer durchgefihrt, 
haben den Jodgehalt der Verbrennungsgase, die normal nach Leipert 








en oe ee oe 


ch 
er- 
ert 
tel 


fey 
en 
m 
en 
en 


vie 
rt. 








Methodik der Mikrojodbestimmung in biologischem Material. ay 


aus dem Kolben entweichen, bestimmt, und den Jodgehalt des Saure- 
gemisches in der tiblichen Weise ermittelt (vgl. hierzu Tabelle V). Die 
geringen Titrationswerte, die in den Verbrennungsgasen bestimmt 
wurden, sind kein Jod, sondern Oxydationsstufen von Chlor und 
Brom, die bei der Umsetzung von Chlor und Brom aus dem Blut 
mit dem Alkali der Vorlage gebildet werden und in die Endanalyse 
gelangen, da die Aufarbeitung zum Teil ohne Alkoholextraktion erfolgte. 


Tabelle V. Untersuchung der Verbrennungsgase beim Leipert 
AufschluB auf ihren Jodgehalt. 





(Scheinbarer) Jodgehalt a Bemerkungen 
Jodgehalt der Ver-  Jodgehalt des palate 
Reon tas ie Ritckstandes. Aufarbeitung 
\ Veraschtes ZusatZ zyeehen der HoSQ, Reduktion und Ras die Ver- 
- Material y Jod und beim Erhitzen Destillation gpg iarreie Bee 
des Sauregemisches nach Leipert corueenees 
- 5 ? alkalischen 
} } Vorlagen 
i 10cem Blut... 12,5 0,68 | 
9 10 37 ane Ohne Alkohol 
- ” ” . ore ’ »xtri 0 
3 eee, 6.7 482 eee 
4:10 , ae 8 ; 0.0 0,99 | 
Be eee re 1S) 0,0 455 Mit Alkohol 
ie Bees MALES TP 480 0.0 453 | extraktion 
7 Traubenzucker, 3g 72 0,0 72 


Zusammenfassung. 

1. Die Notwendigkeit eines allgemein giiltigen Verfahrens zur 
Jodbestimmung in biologischem Material wird begriindet. 

2. Das Leipertsche Verfahren wird eingehend besprochen. Einige 
Fehler der Sturmschen Modifikation werden festgestellt und beseitigt. 
Der Chrom-SchwefelsiureaufschluB ist nun eine brauchbare Methode 
zur Mikrojodanalyse. 

3. Der normale physiologische Blutjodspiegel liegt nach unseren 
hisherigen Erfahrungen zwischen 7 und 15 y-%. 
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Uber die Anwendung des Nephelometers bei Untersuchungen 
an Hefen’. 
Von 
(i. Medwedew und A. Schelaumowa. 
(Aus dem Staatsinstitut fiir medizinische Forschung in Moskau.) 


(Eingegangen am 22. September 1936.) 


Zur Bestimmung der Zellzahl in Bakteriensuspensionen wurde dic 
nephelometrische Methode zuerst von Muntner angewandt?. In Unter- 
suchungen mit Hefen bedient man sich seitdem zahlreicher Methoden 
zur Bestimmung der Gésamtmasse (Gewichtsmethode) oder des Gesamt- 
volumens (Zentrifugieren in kalibrierten Probierglisern) von Hefe- 
zellen; diese Methoden arbeiten schnell und liefern sichere Resultate. 
Die Untersuchungen iiber die Vermehrung von Hefen erfordern eine 
genaue Registrierung besonders der Anzahl der Zellen, wahrend 
Arbeiten iiber Plasmolyse und Permeabilitét exakte Bestimmungen 
sowohl des Gesamtvolumens (oder Gewichts) als auch der Zellzahl er- 
forderlich machen. Die Anzahl der Hefezellen, die 1 g wiegen oder 1 ccm 
ausfillen, wird von der GréBe der einzelnen Zelle abhangen. 

Im Prinzip sollte die nephelonietrische Methode zur Bestimmung 
der Anzahl der einzelnen suspendierten Teilchen sehr brauchbar sein. 
Es sind aber folgende Fragen zu klaren: 

a) Hangt die Intensitiét des dispersen Lichtes von der GréBe des 
einzelnen Teilchens ab ? 

b) Werden die Resultate der Bestimmung durch Veranderungen de1 
Oberflache der Hefeteilchen unter verschiedenen, Bedingungen beeinflubt ‘ 

_¢) Ist die Stabilitat der Hefesuspension ausreichend ? 

Zur Klarung dieser Fragen haben wir Hefesuspensionen ver- 
schiedener Konzentration in Gegenwart von Kochsalz und Trauben- 
zucker wahiend laingerer Zeit nephelometrisch bestimmt und Parallel- 
bestimmungen der Zellzahl mit Hilfe der Thomaschen Zahlkammer 
ausgefiihrt. 

Die Hefeproben wurden rasch im Buchnerschen Trichter abfiltriert : 
etwa 0,2 g roher Hefe wurde in 100 ccm einer 0,5°% igen Schwefelsaiure 
lésung verriihrt und die Suspension dann in der 7’homaschen Zahlkamme 
und im Nephelometer auf die Zellzahl untersucht. Die Kontrollsuspension 


fiir die nephelometrische Bestimmung wurde aus der Ausgangsprebhefe 
hergestellt, deren Zellzahl, bezogen auf die Einheit des Rohgewichtes, genau 

' Die Arbeit wurde in den Jahren 1931/32 im Laboratorium fiir Pflanzen- 
physiologie und -biochemie der Akademie der Wissenschaften der UdSSR. 
ausgefiihrt, aber nach dem Tode Kostytsche}/s nicht fortgefiihrt. —* Zeitschr. 
f. Hyg. u. Infektionskrankh. 106, 50, 1926. 
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bekannt war. Die Bestimmungen erfolgten bei Zimmertemperatur im 
Kleinmannschen Nephelometer. Von den zahlreichen Versuchen seien hier 
zwel angefiihrt. 

Eine Reihe von Einwaagen (0,33, 0,38, 0,24, 0,23, 0,20, 0,22, 0,23 und 
0,22 g¢) wurde 2 Stunden lang unter folgenden Bedingungen stehen ge- 
lassen: zwei Einwaagen lieBen wir in Form von PreBhefe zur Kontrolle. 
zwel Einwaagen brachten wir in destilliertes Wasser, zwei weitere in 1 mol. 
Kochsalzlésung und die zwei letzten in 1'/, mol. Kochsalzlésung. Die 
Zahlung in der Thomaschen Kammer und im Nephelometer ergab (in 
Milliarden Zellen auf 1g Rohgewicht): 





Hefesuspension in 


Bestimmungsmethode 11/5 mol. NaCl 


Wasser 1 mol. Nacl 
Thomasche Kammer. ...... 6.3 6,11 9.5 85 | 112 118 
re ae ce x eee 6,2 9,0 11,5 
Teilstriche am Nephelometer . . . 20 13,0 144 103 10,7 
Zellzahl, nephelometrisch. . . . . — 6.1 9,4 8.5 > 11,8 | 11,4 
Zellzahl, nephelometrisch im Mittel 6,2 90 11,6 


Als Standard fiir die nephelometrische Bestimmung diente die Lésung 
Nr. 3 mit 6,11 Milliarden Zellen auf 1g Rohgewicht. Das Auseinander- 
gehen der nephelometrischen Parallelbestimmungen ist etwas geringer als 
bei den Bestimmungen in der Thomaschen Kammer. Die Ubereinstimmung 
der Mittelwerte zeigt die Identitat der Resultate der beiden Methoden. 

Der Umfang der Zellen variierte in diesem Versuch infolge der 
verschiedenen Bedingungen um das zweifache, der Querschnitt also 
um das 1,6fache. Dessenungeachtet ergibt das Nephelometer vollig 
richtige Werte fiir die Zellzahl. Die mikroskopische Untersuchung 
zeigte, daB in der 1 mol. NaCl-Lésung keine Plasmolyse zu sehen war, 
wahrend in der 1'/, molaren Lésung die Mehrzahl der Zellen eine Ab- 
lésung des Plasmas aufwies. Die Veranderung der Oberflache der 
Zellmembranen -—- ihre Schrumpfung — blieb also ebenfalls ohne EKin- 
fluB auf die nephelometrisch bestimmbare Zellzahl. 

Um die Empfindlichkeit der nephelometrischen Methode der Be- 
stimmung der Zellzahl gegeniiber der direkten Zahlung zu ermitteln, 
fiihrten wir einen Versuch mit fein abgestufter Konzentration der Lésung 
durch. 

0,5 g frischer Backerhefe brachten wir fiir 30 Minuten in zwei Parallel- 
proben in NaCl-Lésungen folgender Konzentration: 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,26, 
1,3, 1,4, und 1,5 mol. Fiir die Bestimmung nahmen wir je 0,1 g Hefe. Als 
Standard fiir die nephelometrische Bestimmung diente eine vor dem Versuch 
durehgezahlte Kontrollsuspension von 8,1 Milliarden Zellen in 1 g. 





O8 mol. 0,9mol. 1,2mol. 1,3 mol. 1,4 mol.! 1,5 mol. NaCl 
Versuchsbedingungen : 
Zellzahl in Milliarden pro g 


Zaihlung in der Kammer . 10,20 10,94 10,94 11.27 11,19 12,60 
s im Nephelometer. 10,49 10,89 11,87 11,78 12,10 12,83 
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Die nephelometrische Bestimmung ergibt also viel gleichmaBbigere 
Zahlen als die direkte Zahlung in der Thomaschen Kammer. 

Die Technik der Bestimmung ist sehr einfach und erfordert ledig- 
lich ein gutes Nephelometer und sorgfaltige Herstellung der Kontroll- 
suspension der Hefen. Spiter wird man die Kontrollsuspension de1 
Hefen durch irgendwelche anorganische Suspensionen ersetzen kénnen 
nachdem man sie gegen Hefesuspensionen gecicht hat. Die unange- 
nehme und umstindliche direkte Zellzihlung unter dem Mikroskop 
wird dann nur fiir ganz wenige Kontrollbestimmungen erforderlich 
sein, so daB alle Arbeiten sich bedeutend leichter und schneller e: 
ledigen lassen werden. 

Nach AbschluB dieser Arbeit, deren Veréffentlichung durch aéuBer 
Griinde verzéogert wurde, ist eine technische Vervollkommnung der Methode 
(objektiver Vergleich der Intensitét des dispersen Lichtes mittels eines 
Photoelementes) mitgeteilt worden'. Wir hoffen, daB trotzdem die hie: 
mitgeteilten Daten bei der Anwendung der Methode auf Hefen und andere 
Mikroorganismen gewisse Dienste leisten werden. 


1 BR. Awtonomowa u. 7’. Stessel, diese Zeitschr. 174, 220, 1934. 
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Abkiirzung der Bestimmungszeit der Mikromethode von 
Kjeldahl im Apparat nach Parnas-Wagner. 
Von 
Stanislaw Zb. Bartosiewiez. 
(Aus dem Institut fiir allg. u. exper. Pathologie der Universitat J. Pilsudski 
in Warschau.) 
(Bingegangen am 22. September 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Nach dem bisher iiblichen Verfahren dauerte eine Bestimmung 
im Apparat von Parnas-Wagner ungefaihr 20 Minuten einschlieBlich 
der Reinigung des Destillationsapparats: 


Man entfernte nach beendigter Destillation zwecks Entfernung des 
Destillationsriickstandes den Brenner von dem Wasserdampfkolben und nach 
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Abb. 1. 
1. Kolben zur Entwicklung von Wasserdampf. 2. Sammelgefai 3. Kiihlrohr. 4. Destilla- 
tionsapparat. 5. Auffanggefib. 6. Wasserstrablpumpe. 7. Trichter. 8. Klemme. 4. Klemme 


10. Zweiwegehahn. 11. Bunsenbrenner. 12. Wasserhahn. 


einer gewissen Zeit wurde infolge der Senkung des Druecks im Kolben und 
SammelgefaB die Fliissigkeit aus dem Destillationsapparat in das Sammel- 
gefaB gesaugt, aus dem sie dann entleert wurde. Bei der darauffolgenden 
zweimaligen Spiilung des Destillationsapparats ging man in derselben Weise 
vor, indem man bis zur Drucksenkung wartete. Manchmal war man zu 
erneuter Erwirmung des Kolbens gezwungen, wenn die vorhandene Druck 
differenz nicht imstande war den Destillationsapparat zu entleeren. 


Meine Verbesserung (vgl. Abb. 1) beruht auf der Anwendung 
einer Wasserstrahlpumpe zur Entleerung des Destillationsapparates, 
welche mit dem Sammelgefa verbunden ist, sowie auf der Verwendung 
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eines Zweiwegehahnes (10) zwischen Wasserdampfkolben und Sammel- 
gefaii. Stellung I des Zweiwegehahns gestattet das Durchstrémen des 
Wasserdampfes aus dem Kolben in den Destillationsapparat ohne 
Verfliichtigung nach auBen bei geschlossener Klemme (9). Bei Stellung I] 
ist der Hahn so gerichtet, daB der Wasserdampf nach auBen strsmen 
kann und der Kolben gleichzeitig von der iibrigen Apparatur getrennt 
ist. Infolge verminderten Drucks im SammelgefaB bei geéffneter 
Klemme (9) geht die Fliissigkeit sofort aus dem Destillationsapparat 
in das SammelgefaB und von dort weiter nach auBen. Sobald die Flissig- 
keit vollstandig aus dem Destillationsapparat entfernt ist, schaltet 
man die Pumpe aus, entweder durch SchlieBung der Klemme (9) oder des 
Wasserhahns, und fiillt den Destillationsapparat zur Spiilung durch 
den Trichter mit destilliertem Wasser. DaraufschlieBt man die Klemme (8) 
und benutzt wieder die Wasserstrahlpumpe zur abermaligen Entleerung 
des Destillationsapparats. Darauf erfolgt eine zweite Spiilung in derselben 
Weise. Die Entleerung und Spiilung des Destillationsapparats verkiirzt 
sich durch die Anwendung der Wasserstrahlpumpe auf | bis 2 Minuten, 
und eine Bestimmung im Apparat von Parnas-Wagner erfordert nur 
7 bis 8 Minuten gegeniiber 20 Minuten nach der alten Methode. 
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Mikrokolorimetrische Kupferbestimmung in menschlichen 
Lebern mit Kryogenin. 
Von 
K. Hinsberg und H. Goekel. 
(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 
(Eingegangen am 18. Oktober 1956.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uichiro Sarata' hat im Jahre 1933 eine neue mikrokolorimetrische 
Methode zur Bestimmung der Cu-Spuren im Blute veréffentlicht, die 
auf der Eigenschaft des Kryogenins, mit Cu-Salzen intensiv gefirbte 
rote Lésungen zu geben, beruht. In seiner Ver6éffentlichung behandelt 
er eingangs kritisch die bekannten Cu-Mikromethoden, deren Be- 
sprechung deshalb hier unterbleibt und deren Mangel ihn bewogen, 
eine neue Methode auszuarbeiten. Die Arbeitsweise von Sarata ist 
folgende: 1eem Blut wird verascht, in die schwach schwefelsaure 
Lésung (30 ccm) der Asche wird H,S eingeleitet, der CuS-Niederschlag 
zentrifugiert, gewaschen, in HNO, gelést, filtriert, HNO, verdampft, 
gelést, mit Kryogenin und Bleiacetat versetzt, und, nachdem die 
Mischung 40 Minuten auf 40° erwairmt ist, gegen eine Cu-Standard- 
lésung kolorimetriert. 

Die groBe Empfindlichkeit des Reagens veranlaBte uns, die 
Methode von Sarata beizubehalten, da es bei der Untersuchung von 
Organen sehr wesentlich ist, mit kleinsten Mengen auskommen zu 
kénnen, weil hierdurch die Veraschung erleichtert und beschleunigt wird. 

Bei unseren Untersuchungen iiber den Cu-Gehalt menschlicher 
Lebern nach dieser Methode ergab sich, daB sie in der von Sarata fii 
Cu-Bestimmungen im Blute beschriebenen Ausfiihrung nicht zu einwand- 
freien Werten fiihrte. Wir hatten diese Methode gewahlt, weil sie mit 
geringen Substanzmengen (!/;)g) noch sichere Werte liefern sollte. 
Sarata bestimmt z. B. in 1 cem Blut, das etwa 1 y Cu enthalt, dieses mit 
einer Genauigkeit von 1,5°%. Bei Cu-Bestimmungen in Zehntel Grammen 
getrockneter Leber erhielten wir jedoch iibereinstimmende Werte erst 
nach wesentlichen Anderungen der Methode. 

Nach Sarata soll die Cu-haltige Lésung aus veraschter Substanz 
(z. B. von leem Blut) mit H,S gefallt, zentrifugiert und mehrmals 
mit H,S-haltigem Wasser gewaschen werden. Bei dieser Behandlung 


' Jap. J. med. Sci. Biochem. 2, 247—-275, 1933; Ber. d. ges. Physiol. 
u. Pharm. 78, 15 u. 426, 1934. 
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von Leberaschen erhielten wir fast immer ein Kupfersulfid, das beim 
Kolorimetrieren statt des erwarteten roten Farbtons mit Kryogenin 
einen unbrauchbaren gelben Farbton lieferte. Es erwies sich als not- 
wendig, das Kupfersulfid auch noch mit farblosem Schwefelkali auf de: 
Zentrifuge zu waschen. Bei den vorliegenden geringen Cu-Mengen wait 
das erforderliche haufige Auswaschen immer mit oft betrachtlichen 
Verlusten verbunden. Unvermeidliche weitere Cu-Verluste traten bei 
dem notwendigen Filtrieren des in Salpetersiure aufgelésten Sulfids auf. 

Die Fallung des Cu als Sulfid wurde deshalb als ungeeignet auf 
vegeben und das Cu nach dem Veraschen elektrolytisch abgeschieden, 


~ 
% 


ee ee eer 


( Pt-Oraht 


\ 


( 


SS 
SX 


Lrtinktion 
—S 
> 























gy 
G2 7 
+ 
0 7 2 3 ¥ 5 
¥ bu in 35 cm 
Abb. 1. Abb. 2. 


Eichkurve zur Cu-Bestimmung mit 
dem Polaphot. 


nachdem durch zahlreiche Versuche mit Cu-Lésungen von bekanntem 
Gehalt festgestellt worden war, da Cu-Mengen bis herab zu ly unte: 
geeigneten Bedingungen quantitativ abgeschieden werden. 

Die Mikroelektrolyse wurde nach der Vorschrift von Pregl? ausgefiihrt. 
Das Herausnehmen der Cu-beladenen Kathode aus dem sauren Elektrolyten 
(Reinigungsbad, siehe Arbeitsweise) bei geschlossenem Strom fiihrte imme 
zu Cu-Verlusten. Tauchte man die herausgezogene Kathode in Wasser. 
so war in diesem Waschwasser mit Kryogenin leicht Cu nachweisbar, das von 
Spuren der dem Cu noch anhaftenden sauren Elektrolytlésung aufgelést 
worden war”. Der saure Elektrolyt wurde deshalb vor dem Herausnehmen 
der Kathode durch dest. Wasser verdringt oder einfach mit n Natronlaug: 


' Quant. organ. Mikroanalyse. Berlin, Jul. Springer, 1935; vgl. auch 
Guillomet, Ronas Berichte 73, 405. 2 Das Verhaltnis von Saéure zu Cu 
in dem Bade war recht hoch. In etwa 6cem Fliissigkeit war 1/, cem 
n H,SO, enthalten, also etwa 25 mg. Nimmt man an, da auch dem Cu 
nur 0,01 cem Saéure anhafteten, so sind dies immerhin noch etwa 40 
H,SO, auf 10 bis 20 » Cu. 
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unter Verwendung von Methylorange neutralisiert. Die elektrolytische 
Abscheidung des Cu aus der in Séure aufgenommenen Leberasche wurde 
gleich in dem zur Veraschung benutzten Platin-Fingertiegel vorgenommen. 
um Verluste durch Uberfiihrung der Aschelésung aus dem Veraschungsgefai3 
in ein eigenes ElektrolysengefaiB zu vermeiden. Diese Vorsicht erwies sich 
als unbedingt notwendig, wenn die Asche in Saéuren Unlésliches enthielt. 
Bei der Elektrolyse diente der Platintiegel als Anode und eine Platinspirale 
mit 1 bis 2 Windungen als Kathode. Da in der Hitze elektrolysiert wurde, 
wurde auf den Tiegel ein Kiihler aufgesetzt. Hierzu diente ein 100 cem- 
Kélbchen mit am Boden eingeschmolzenem Glasrohr, durch das der Kathoden 
draht hindurchgefiihrt wurde (s. Abb. 1). Elektrolysiert wurde mit 2 Volt 
(Akku); bei zu groBem Badwiderstand wurde ein 4-Volt-Akku verwendet 
und ein Regulierwiderstand eingeschaltet. Die Stromstirke betrug 0,01 
bis 0,05 Amp. Die Cu-Abscheidung war nach 15 bis 20 Minuten meist beendet, 
doch wurde im Platintiegel, in dem man die Beendigung der Cu-Falhimg 
wahrend der Elektrolyse nicht kontrollieren kann, | Stunde lang elektro 
lysiert. Das abgeschiedene Cu war meist noch durch Stoffe verunreinigt, 
die die Kolorimetrie stérten. Versuche, diese Stoffe zu identifizieren, sind 
nicht gelungen. Zur Reinigung wurde das Cu in ein zweites elektrolytisches 
Bad, bestehend aus 5 bis 6 cem Wasser und !',cem n H,SO,, gebracht. 
Dieses Bad befand sich in einem GlasgefaB ; hierin wurde die Vollstandigkeit 
der Cu-Fallung durch Zugabe von etwas Wasser kontrolliert, wodurch neue 
Teile der Kathode ins Bad tauchten und sich mit Cu bedeckten, wenn die 
Fallung noch unvollkommen gewesen war. Die Cu-beladene Kathode 
wurde in diesem Bade zur Anode und das Cu jetzt auf einer reinen 
Platinkathode niedergeschlagen. Auch dann zeigte das Cu noch nicht 
immer eine reine Kupferfarbe, aber es enthielt nun keine die Kolo- 
rimetrie st6renden Verunreinigungen mehr. Fe, Zn und Mn, die in geringen 
Mengen auch nicht st6ren, waren nicht mehr nachweisbar. 

Sarata kolorimetriert die zu priifende Lésung, die das Cu als Nitrat 
enthalt, gegen Kupfersulfatlisung von bekanntem Gehalt. Dies Ver- 
fahren erscheint nicht einwandfrei, da, wie er selbst angibt, Kupfer- 
nitrat mit Kryogenin einen etwas anderen Farbton gibt als Kupfer- 
sulfat. Diese Unstimmigkeit vermeidet man, wenn man eine Standard- 
Kupfernitratlésung benutzt. 

Wesentlich ist der EinfluB des py der zu kolorimetrierenden Loésung 
auf den Farbton mit Kryogenin. Mit dem als geeignet bezeichneten Borat- 
puffer vom py 8,6 wurden gelbe Farbténe erhalten. Auch ist der an- 
geratene Zusatz von Bleiacetatlésung zu der zu kolorimetrierenden L6sung 
nicht mdodglich bei gleichzeitiger Verwendung eines alkalischen Puffers, 
da Triibung durch unlésliches Bleiborat auftritt. Dasselbe gilt fiir Phos 
phatpuffer im alkalischen Bereich. Bleiacetat, das die Kryogeninkupfer- 
farbe vertieft, kann nur im sauren Bereich verwendet werden. Als brauchbar 
erwies sich ein Acetatpuffer vom py 6,2, elektrometrisch gemessen. 
Wichtig ist auch die Starke des Puffers. Bei folgender Puffermischung: 

100 cem Bleiacetatl6sung mit 0,1 mg Pb pro | cem, 

1,25 ¢ Natriumacetat, krist., 

0,25 cem Essigséure, 5 °oig, 
reichte die Pufferleistung fiir alle untersuchten Proben aus. Um die maximale 
Farbung bei Lésungen mit weniger als 1 » Cu mit diesem Puffer zu erzielen, 
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mubten die Proben | Stunde lang bei etwa 40° erwarmt werden. Wir be 
nutzten ein Wasserbad mit Thermostat und Riihrwerk, in dem die Tem- 
peratur auf 39,5° (+ 0,1°) konstant gehalten wurde. Schwankungen de: 
Temperatur von 1° ergaben schon Unterschiede in der Farbtiefe. 

Fiir das Kolorimetrieren wurden 3,5 ccm angewandt. Die zu 
priifende Lésung wurde, wenn sie weniger als 1,5 cem betrug, auf dies 
Volumen aufgefiillt und mit 1 cem Pufferldsung und 1 ccm 0,1 %iger 
wasseriger Kryogeninlésung versetzt. Die Kryogeninlésung wurde 
tiglich neu hergestellt. Das Kryogenin ist leider in Deutschland nicht 
im Handel, weshalb wir es uns selber aus m-Nitrobenzoesdure nach 
folzendem Schema herstellten: 


COOH Coc! CONH, CONH, 
—> —_ > 
—NO, —NO, —NO, '—N Hy 
CON H, CON H, 
_ > > : 
—NHNH, -NHNHCON Hy 


Die Ausbeute war befriedigend. 25g m-Nitrobenzoeséiure wurden mit 
35 ¢ PCl; vermengt. Das sich von selbst erwarmende und unter starker 
HCl-Entwickhuing sich verfliissigende Gemisch wurde auf etwa 130° erhitzt. 
um das entstandene POCI, zu entfernen. Die erkaltete Fliissigkeit wurde 
unter Kiihlen in 250 cem konz. Ammoniak eingetropft, das ausgefallene 
Nitrobenzamid abgesaugt und mit kaltem Wasser gewaschen. Das Amid 
wurde dann in etwa 200 ccm siedendem Wasser gelést und durch vorsichtiges 
Zugeben von Schwefelammonlésung —- hergestellt durch Einleiten von 
H,S in 100 cem 25°%iges Ammoniak bis zu einer Gewichtsaufnahme von 
etwa 40 ¢ zum m-Aminobenzamid reduziert. Dies kristallisiert nach dem 
Kinengen der Lésung und Abfiltrieren des ausgesehiedenen Schwefels beim 
Erkalten aus. 

15 ¢ m-Aminobenzamid wurden in 60 cem 20° ,iger HCl eingeriihrt 
und unter Eiskiihlung mit 7,6 g NaNO, diazotiert, die Diazolésung in eine 
kalt gesattigte Lésung von 75 g krist. Natriumsulfit gegossen und 1 bis 2 g 
Zinkstaub und 5 cem Eisessig zugegeben. Durch Zusatz von 75 cem konz. 
HCl (1,19) fiel die schwefligsaure Hydrazinverbindung aus, die abgesaugt 
und mit Alkohol und Ather gewaschen wurde. Durch kurzes Aufkochen 
mit tibersechiissiger konz. HCl wurde die Sulfitverbindung zersetzt. Beim 
Abkiihlen der Lésung schied sich das salzsaure Hydrazid ab. 

Zu 10 g salzsaurem Hydrazid, in 20 bis 30 cem Wasser aufgeschlammt. 
wurden 6g Kaliumeyanat gegeben. Aus der entstandenen Lésung kri- 
stallisiert das m-Benzaminosemicarbazid vom Schmelzpunkt 205 bis 210° 
aus. Es kann aus heiBem Wasser umkristallisiert werden. 

Das Kolorimetrieren kann in einem der gebrauchlichen Kolorimeter 
vorgenommen werden. Unterschiede von 0,5 y in der 3,5-cem-Lésung 
sind schon mit bloBem Auge gut erkennbar. Zur exakten Bestimmung 
benutzten wir das Polarisationsphotometer von Zeiss mit Kiivetten von 
Lecem Inhalt und 50mm Schichtdicke (Mikroeinrichtung). Als Farbfilte1 
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diente das griine Filter S 53. Die zu kolorimetrierenden Lésungen enthielten 
0 bis 5» Cu in 3,5cem. Die erhaltenen Extinktionswerte fiir Lésungen 
mit bekanntem Cu-Gehalt folgten nicht dem Beerschen Gesetz, waren 
aber genau reproduzierbar, so daB wir fiir den Bereich von 0 bis 5 7 
eine Eichkurve anlegen konnten (vgl. Tabelle I und Abb. 2). Diese er- 
hielten wir, indem wir einmal Standard-Kupfernitratlésung direkt, das 
andere Mal nach elektrolytischer Fallung, nach der Kryogeninmethode 
kolorimetrierten, wobei fiir gleiche Mengen verschieden behandelter Standard - 
lésung gleiche Extinktionswerte gefunden wurden. Die Giiltigkeit der 
Kichkurve muB nach einigen Wochen nachgepriift werden. Dies ist durch 
die Veranderlichkeit des Kryogenins bei langerem Aufbewahren bedingt. 
Auch der beschriebene Acetatpuffer ist beim Aufbewahren bei Zimmer 
temperatur nicht unbedingt haltbar. 


Tabelle I. 








Cu-Gehalt Polaphot- Extink-  Extinktion | Cu-Gehalt Polaphot- Extink-  Extinktior 
in 3 ablesung tion fiir 1} in } ablesung tion fiir 1; 
0,5 43,2 0,055 0,110 3 18,4 0,956 0,319 
1 37,4 0,233 0,233 3,5 17,2 1,019 0,291 
1,5 30,9 0,446 0,297 + 16,4 1,062 0,265 
2 23,8 0,711 0,355 4.5 15,5 1,114 0,248 
2,5 20,8 0,841 0,336 5 14,8 1,156 0,235 


Bei Benutzung von mit Alkohol und Ather gereinigten Glasréhrehen, 
in denen die zu kolorimetrierende Lésung erwarmt wurde, erhielten wir 
oft einen gelben Farbton statt des roten. Wahrscheinlich wird der Far} 
stoff von im Ather enthaltenen und im Roéhrchen zuriickbleibenden Peroxyden 
zerstért. Das Reinigen der zu benutzenden GlasgefaiBe mit Alkohol und 
Ather ist daher unbedingt zu vermeiden. Besonders zu beachten ist auch 
folgendes: Das elektrolytisch abgeschiedene Cu wurde in einigen 
Tropfen Salpetersiure gelést, die Lésung in ein Glasschalehen  iiber- 
gespilt und zur Trockene verdampft. Durch mehrmaliges Behandeln 
mit heiBem redestilliertem Wasser gelang es nun nicht, das Kupfernitrat 
restlos aus dem Schalchen herauszulésen. Sogar nach zehnmaligem Be- 
handeln mit heiBem Wasser war mit Kryogenin noch Kupfer im Schalchen 
nachweisbar. Wurde das Wasser jedoch mit einer Spur Saure (1 Trépfehen 
1% iger Essigsiure) versetzt, so geniigte ein dreimaliges Behandeln mit 
Wasser zum restlosen Auflésen des Kupfernitrats'. Alles benutzte Wasser 
wurde durch doppelte Destillation von Leitungswasser hergestellt. 


Die Genauigkeit der Kryogeninmethode wird von Sarata mit 
15° angegeben. Dies konnten wir z. B. fiir verschiedene Kolori- 
met: ierungen von aliquoten Teilen ein und derselben Cu-haltigen Lésung 
bestatigen. Fiir den gesamten Arbeitsgang fanden wir jedoch eine 
Fehlerbreite von etwa 10°. Wir veraschten meist 0,8 bis 1,0 g ge- 
trockneter Leber und hatten fiir das Kolorimetrieren 10 cem Fliissigkeit 
zur Verfiigung. Hiervon geniigten 0,5 cem = 0,04 bis 0,05 g Substanz 
zur Cu-Bestimmung. Wir kolorimetrierten jedoch immer 0,5, 1,0 und 


1 Vgl. diese Zeitschr. 187, 258, 1927. 
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1.5 cem, wodurch sich geringe Schwankungen in den Extinktionswerten 
ausglichen. Die genauesten Werte liegen bei einem Gehalt von L bis 3 y, 
s. Tabelle Il. Nach unseren Befunden muf sich das Cu in- | cem Blut 
genau genug bestimmen lassen. Wir bezweifeln jedoch, daB man 1 y Cu 
(angenaherter Cu-Gehalt in lecem Blut) als Sulfid verlustlos zentri- 


fugieren, auswaschen und filtrieren kann. 


Arbeitsweise. 

Krforderliche Reagenzien: 

1. Kryogenin: Img pro l ecm redestilliertes H,O. 

2. Pufferlésung: Herstellung siehe oben, auBerdem: konz. H,SO,,. 
n H,SO,, n NaOH, konz. HNO,, 1° ige Essigsiure, Methylorange. 

0.8 bis 1,0 g@ menschlicher Leber, 2 Tage lang bei 80° getrocknet und 
pulverisiert, wurden in einem hohen Platinfingertiegel eingewogen, mit 
einigen Trépfchen konz.Schwefelsaure versetzt und im elektrischen Ofen 
bis zur dunklen Rotglut, bei langsam steigender Temperatur verascht. Det 
Tiegel war im Ofen mit einem Platindeckel fast ganz bedeckt. In der Asche 
verbliebene Kohlenpartikelchen wurden vorsichtig auf freier Flamme voll 
standig verbrannt. Die Asche wurde durch Zugabe von 2 cem n Schwefel 
sdure und 5 bis 6 cem Wasser gelést. Unlésliches wurde durch Zerdriicken 
mit einem Glasstab fein verteilt oder auch mit konz. HCl abgedampft 
und wieder mit n H,SO, und Wasser aufgenommen. Zur Elektrolyse 
wurde der Platintiegel als Anode und ein Platindraht mit ein bis zwei Spiral 
windungen als Kathode benutzt. Die Spannung betrug etwa 2 Volt, die 
Stromstirke 0,01 bis 0,05 Amp., die Dauer der Elektroltyse 1 Stunde. Bei 
aufgesetztem Kiihler wurde bis zu beginnendem Sieden erhitzt. Die mit 
Cu beladene Platinspirale samt der anhiangenden sauren Elektrolytlésung 
wurde in ein zweites Reinigungsbad gebracht. Hierzu diente ein Glasrohr 
von 2em Durchmesser und etwa 10 em Lange, in das 5 cem Wasser und 
',cem n H,SO, eingefiillt wurden. Die Spirale wurde nun als Anode 
geschaltet und ein reiner Platindraht als Kathode eingefiihrt. Nach be 
endeter erneuter Cu-Abscheidung wurde der Elektrolyt nach Zusatz eines 
Trépfchens Methylorange mit n NaOH’ neutralisiert, die Kathode bei 
geschlossenem Strom herausgenommen, zweimal in destilliertes Wasser 
getaucht, in einem Roéhrechen mit einigen Tropfen Salpetersiure unter 
Erwairmen gelést, die Lésung in ein Schalchen gespiilt und zur Trockene 
verdampft. Aus dem Schalchen wurde dann das Kupfersalz mit Wasser, 
das mit | Tropfen 1 °jiger Essigsiiure angeséiuert worden war, auf dem Wasser- 
bade herausgelést und die Kupfersalzlésung im MeBkolben auf 10 cem auf- 
gefiillt. Von dieser Lésung wurden zur Kontrolle 0,5, 1,0 und 1,5 cem in 
ein Réhrehen gefiillt je mit 1 cem der beschriebenen Pufferlésung und 1 eem 
frisch bereiteter 0,1 °jiger wisseriger Kryogeninlésung versetzt und durch 
Zugabe von redest. Wasser auf das gleiche Volumen von 3,5 cem gebracht. 
Die Réhrehen wurden | Stunde im Wasserbade von 39,5° (— 0,1°)' erwarmt 
und dann sofort mit dem ,,Polaphot‘* kolorimetriert. Die erhaltenen Ex- 
tinktionswerte ergaben, mit der Eichkurve verglichen, den gefundenen 
Cu-Gehalt. Am besten arbeitet man, wie beschrieben, mit etwa lg ge- 


' Die Temperatur von 39,5° stellt kein Optimum dar. Bei 38 oder 40° 
werden jedoch beim Kolorimetrieren etwas andere Extinktionswerte ge- 
funden. Wesentlich ist nur, unter genau gleichen Bedingungen zu arbeiten, 
wie sie bei Aufnahme der Eichkurve vorlagen. 
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trockneter Leber. Die exakte Bestimmung des Cu ist jedoch noch mit 
0,1 g Trockenleber méglich, womit noch eine Doppelanalyse vorgenommen 
werden kann. 

Wie aus der Tabelle II ersichtlich, ist die Ubereinstimmung bei Ver 
wendung von 0,5 bis 1,5 cem der kupferhaltigen Lésungen in den meisten 
Fallen befriedigend, was die praktische Brauchbarkeit der Methode beweist. 
Wenn die Werte bei Extinktionen iiber 1,00 teilweise differieren, so liegt 
dies daran, daB die Ablesung bei dem flacher werdenden Verlauf der Kurve 
ungenau wird. Es ergibt sich daraus die praktische Folgerung, da man nach 
Moéglichkeit Mengen zwischen etwa 0,75 bis 2,75 y Cu zur Analyse bringen 
soll. Da wohl in den meisten Fallen 1,0 ¢ Trockenleber zur Verfiigung 
stehen werden, so ist es leicht, diese optimale Menge zu finden. 


Tabelle II. 





An- 

andte esamt- Kolori- “— ‘ iin,  Gefunden mg Cu 
Leber ag cy lisung metriert phe: mee — Cu pro voy 
Nr. g trocken cem ecm — 
| 05 42.67 0.971 0,55 1,22 

73a 0,908 10 4 I 35,82 0,284 1,15 1.27 

{ 1,5 27.95 0,479 7 1,25 

(05 42.14 0,088 0.6 1.27 

73b 0.946 10 1 3492 0.281 12 1.27 
| 15 27.50 0,567 175 124 

| 0.5 41,76 0.099 0.65 1,37 

4320 0.950 10 1 32.52 0.391 1,35 1,42 
ia 2466 0.674 1.95 136 

| 0.5 42.70 0,970 0,55 1,28 

432b 0.988 10 1 3428 0,384 1,25 1.34 
\| 45 2586 0.629 185 1/32 

| 05 38.43 0.2% 0.95 2.10 

1375a 0,908 10 1 26,02 0.624 1.85 2.03 
li 45 18.78 0.937 2.95 217 

| 0.5 33,12 0.371 1,35 2.27 

1375b 2.878 20 1 19,62 0,935 275 2.32 
iat: 15.76 1.099 [4.35] — [2,43] 

j 95 2848 0,531 1.65 3,20 

35a 1.0324 10 1 17,47 1.005 3.35 325 
igs. 15,41 1.119 (4.65) | (301) 

; 05 24.81 0.671 1.95 3.37 

35b «1.160 10 1 15,78 1110 (4,4 ) (3.80) 
Le: ps 1480 1,156 (50) (287) 

(05 35.19 0,303 1.2 2.57 

119a 0.932 19 l 21.55 O.807 2.35 252 
| 45 17.46 1005 | (3.35) | (2.39) 

, 05 37.89 0,221 1,0 2.33 

110b 0,860 10 1 24.50 0.683 1.95 227 
l} 45 i868 0,942 295 2,29 


Die Resultate der Bestimmung in insgesamt 28 menschlichen 
Lebern, die wir nach der oben dargestellten Methode untersuchten, sind 
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in Tabelle IIL zusammengestellt. Die normalen Lebern stammten von 
Ungliicks- und Selbstmordfallen, die uns von dem hiesigen gerichts- 
medizinischen Institut zur Verfiigung gestellt wurden, wahrend die 
Lebern der Diabetiker von Sektionsfallen sowohl des Instituts wie auch 
des Horst Wessel- und des Robert Koch-Krankenhauses stammten. 
Fir die liebenswiirdige Miithewaltung der Beteiligten sei an dieser Stelle 
herzlich gedankt. Wir haben diabetische Lebern gewahlt, weil bei der 
besonderen katalytischen Bedeutung des Kupfers auf die Oxydation 
der Fettsauren und der beim Diabetes bekannten diesbeziiglichen 
Stérung mit einer Anderung des Kupfergehaltes dieses Organes ge- 
rechnet wurde. 
Tabelle III. Mittelwerte. 





Wasser- mg Cu pro 100 g Leber Wasser- mg Cu pro 100 g Leber 
Nr. gehalt | normal Nr. gehalt normal 

in "lo trocken feucht in "Io trocken feucht 

48 76,1 1,38 0,330 142 74,0 2.08 0,54: 
125 74,9 1,72 0,431 126 73.8 2,25 0,589 
34 71,2 1,53 0,441 ~ 110 12,: + Bee 0,638 
101 75,1 1,82 0,454 97 74,1 2,56 0,663 
136n 68,9 1,60 0,482 93 (ie 2,60 0,750 
49 71,8 1,75 0,494 122 13,0 3,86 1,015 

26 ( 5 0,505 ; se 
1426 0,0 1,51 ),505 Mittelwert : 2,08 0,564 





Diabetische Lebern. 





mg Cu pro 100g Leber normal 


Nr. Wassergehalt ~ ie ae Bemerkungen 
dia trocken feucht 
73 78.8 1,25 0.265 9, 65 Jahr. Brustkrebs, Lebermeta 
stasen, Ikterus. 
1444 tho 1,45 0,332 “60 Jahr. Struma beginnende Mus 
‘ katnuBleber. 
¥, dvs VEL. 71.4 1.44 0.413 2, 20 Jahr. Auffallend wenig Inseln, 
Coma. 
432 70,2 1,36 0,435 4, 56 Jahr. Fettdurchwachsenes 
Pankreas, Coma. 
199 76,6 2,08 0,490 2, 70 Jahr. Atrophie des Pankreas 
1184 70,3 1,85 0,550 
1375 76,6 2.21 0,543 2, 57 Jahr. Bronehial-Ca-The. 
42 68.9 1,79 0.557 4, 61 Jahr. Veridete Inseln, Fett 
durehwachsung des Pankreas. 
136 70.9 218 0,634 ¢, 63 Jahr. Leber mifig verfettet. 
131 77,4 8,02 0,681 
198 77,1 3,22 0,739 7, 56 Jahr. Ausgesprochene Leber- 
cirrhose. 
78 74.6 3,27 0,832 4, 64 Jahr. Beginnende Muskatnuii- 
leber. 
35 74,0 3,26 0,846 °, 76 Jahr. Hypertrophie der Leber 


Mittelwert : 2,18 0,563 
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Der Vergleich der Werte von Tabelle II] ergibt an sich eine sehr 
groBe physiologische Streuung. Zwischen den bei normalen Personen 
und Diabetikern gefundenen Werten lassen sich keine Unterschiede 
erkennen. Die Werte sind von derselben GréBenordnung, wie sie auch 
Gerlach! mit der spektrographischen Methode gefunden hatte. Wohl 
ist es auffallend, daB bei den diabetischen Lebern bei niedrigem Kupfer- 
gehalt diejenigen Fille iiberwiegen, die eine anatomische Veranderung 
der Pankreasdriise erkennen lieBen. Die Resultate der Obduktion sind 
stichwortartig angefiigt, soweit sie den Leber- oder Pankreasbefund 
betrafen. Wir glauben, da man die gefundenen Zahlen nicht als end- 
giiltig betrachten darf, da der Vergleich mit diabetischen Lebern, die 
nicht mit Insulin behandelt worden waren, fehlt. 


Tabelle IV. 





Gesamt- Gesamt- : ’ 
Nr ohalestertis lipoide Fettsiuren Jodzahl Jodbindung 
mg-°/> mg-9'» mg-9/o mg-°} » mg-°/¢ 


Normale Lebern. 


48 399 5 080 4681 97 4 560 
125 280 5615 5335 78 4 160 
34 735 3 490 2535 250 6 340 
101 1147 4 280 3133 115 3 595 
136 294 6 990 6606 76 5 025 
49 537 7 420 6883 89 6 100 
1426 746 9 432 8349 158 13 140 
142 294 3 653 3359 113 3812 
126 275 3 535 3260 60 1 944 
110 800 3 805 3505 90 3 132 
97 893 3 385 2493 148 3 690 
93 1243 4770 3527 121 4 280 
122 263 3 400 3138 130 4040 
Mittel : 569 4982 4369 117 4986 
Diabetische Lebern. 
73 430 3 508 3078 129 3949 
144 244 3 430 3187 101 3 230 
v. 17. VIL. 
432 240 6 785 6545 75 4 930 
199 281 4 245 3964 54 2 152 
40 468 2 302 1882 228 4 290 
1375 456 3985 3529 122 4 300 
42 443 10 020 9577 73 7 920 
136 218 7 060 6843 79 5 370 
131 225 3 530 3305 85 2 807 
198 300 3 700 8400 87 2 945 
78 340 3 605 3265 110 8 585 
76 350 3 610 3260 105 3 498 
Mittel: 333 4648 4320 104 4 249 


! Virchows Arch. 294, 171, 1934 (es wurden Werte von 0,3 bis 1,3 mg-% 
0 
zugegeben). 


Biochemische Zeitschrift Band 289. F 
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Im Hinblick auf eine friihere Arbeit! iiber die Rolle des Cu bei der 
Autoxydation der ungesattigten Fettsauren schien uns neben der Be- 
stimmung des Cu, welches in der Leber sehr wahrscheinlich einen 
katalytischen EKinfluB auf die Oxydationsvorgange hat, eine gleichzeitige 
Bestimmung der Lipoide wiinschenswert. Bei Linolatlésungen in 
Phosphatpuffern von px 7,4 bis 6,6 war gefunden worden, daB das Cu 
einen tiefgreifenden EinfluB auf die GréBe und Art der Oxydation hat. 
In Gegenwart von Cu nimmt die Sauerstoffaufnahme um 100° zu, bei 
gleichzeitiger Verminderung der gebildeten CO, und wesentlicher Ver- 
mehrung der neu gebildeten sauren Valenzen. Bei dem Vergleich der 
Lipoide (Tabelle IV) ergeben sich groBe physiologische Streuungen. 
Auffallend ist der geringere Cholesteringehalt der diabetischen Lebern 
und deren geringeres Jodbindungsvermégen, was einesteils mit der 
verminderten Jodzahl im Einklang steht, andererseits aber im Gegensatz 
zu der bekannten Eigenschaft des Insulins auf die Dehydrierung der 
Fette fordernd einzuwirken. Wir sind uns dariiber klar, dab die mit- 
geteilte Reihe zu klein ist, um Schliisse ziehen zu kénnen, vor allem 
miissen diese Werte durch Untersuchungen an nicht insulinbehandelten 
pankreaslosen Hunden erginzt werden. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Bestimmungsmethode des Kupfers mit Hilfe von 
Kryogenin mitgeteilt, die auf der von Sarata mitgeteilten beruht, aber 
wesentliche Fehlerquellen ausschaltet. Es ist méglich, Cu in Lebern 
aus 0,1 g getrocknetem Material zu bestimmen, d. h. in einer absoluten 
Menge von 0,5 bis 2,75 y. Bei der Untersuchung von normalen und 
diabetischen Lebern ergab sich kein Unterschied, weder im Kupfer- 
gehalt noch in den Lipoiden. Die gefundenen Werte stimmen mit 
denen der Literatur iiberein. ‘ 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die giitige Unter- 
stiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


1 Hinsberg u. Holland, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 94, 471, 1934. 
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Die Glucoseverteilung im Menschenblut und Glykolyse bei der 
Bereitung von eiweibfreien Filtraten nach der Methode Folins 
mit nicht himolysiertem Blut. 

Von 


Carl-Olof Oldfelt. 
(Aus der chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts in Stockholm.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1936.) 


Die Verteilung der Glucose im Blute zwischen Blutkérperchen und 
Plasma ist Gegenstand vieler experimenteller Arbeiten gewesen!. Man 
hat sehr oft gefunden, daB die menschlichen Blutkérperchen Glucose 
enthalten, hat aber nur ihre quantitative Verteilung diskutiert. Im 
Jahre 1935 teilte indessen Olmsted (1) mit, daB die Blutkérperchen im 
zirkulierenden Blute von Glucose frei waren: Blutglucose ware nur im 
Plasma anzutreffen. 

In vitro fand er zwar glucosehaltige Blutkérperchen; der Zucker sollte 
erst hineingewandert sein, nachdem sich die Permeabilitat der Blutkérper- 
chenmembran fiir Glucose auberhalb der GefaéBbahn veraindert hatte. Die 
Ursache hierfiir sollte eine gerinnungshemmende Substanz sein, die in 
irgendeiner Weise die Blutkérperchen fiir Glucose durchlassig machte. 
Olmste ds arbeitete ohne gerinnungshemmende Mittel, er entnahm das Blut 
unter Ol und zentrifugierte unmittelbar. Er fand dabei, da die Bhut- 
kérperchen bei verschiedenen Tieren glucosefrei waren. In gleichzeitigen 
Versuchen, jedoch unter Anwendung eines gerinnungshemmenden Mittels 
(Oxalat), fand er, daB die Kérperchen Glucose enthielten. Menschliches 
Blut erforderte zudem besondere Vorsichtsmabregeln (rasche Abkithlung 
nach der Entnahme mit der abgekiihlten Spritze), damit sich die Blut- 
k6érperchen als glucosefrei erwiesen. 

Die Versuche Olmsteds stehen in einem so starken Gegensatz zu 
der allgemein angenommenen Anschauung iiber den Glucosegehalt der 
Blutkérperchen, daB eine Nachpriifung von Interesse ist. Im folgenden 
habe ich deshalb die Frage des Glucosegehalts der menschlichen 
Blutkérperchen erneut aufgenommen. 


Versuchsmethodik. 


Nimmt man an, da Heparin das physiologische gerinnungshemmende 
Mittel ist, so sollte diese Substanz, wenn geniigend rein, die Durchlassig- 
keitsverhaltnisse der K6érperchen nicht verindern. 

Ein hochgereinigtes Heparinpraparat wurde von JL. Jorpes (3) zur 
Verfiigung gestellt. Die Versuchsperson wurde heparinisiert [nach Hedenius 


1 Kine gute Ubersicht iiber die hierher gehérige Literatur findet man in 


dem Aufsatze von A. Andreen-Svedberg im Skand. Archiv f. Physiol. 61, 
1933. 
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und Wilander (2)|, indem 50mg Heparin intravenés eingespritzt wurden. 
Etwa 10 Minuten spater wurden 20 ccm Blut mit einer Spritze entnommen 
und unmittelbar unter fliissiges Paraffin in das Zentrifugenréhrehen ge 
bracht. Sofortiges Zentrifugieren in einer Winkelzentrifuge (einige Minuten 
bei 3600 Umdrehungen in der Minute). Das Plasma wurde nach Folin (4) 
(,.unlaked blood‘) gefallt. Unmittelbar nach der ersten Blutentnahme 
wurde weiteres Blut abgezapft und mit 5 mg Heparin (0,1 cem einer 5 °,igen 
Losung) vermischt. Aus diesem Blute wurde sofort ein eiweibfreies Filtrat 
nach Folim (4) hergestellt. Ferner wurde das Blutkérperchenvolumen 
mit dem Himatokrit bestimmt. Die Glucose wurde nach Shaffer-Somogyi 
(5) bestimmt, eine Methode, die immer sehr gute Resultate ergab (+ 2°)). 
Die Restreduktion wurde nicht bestimmt, da sich dies in den Vorversuchen 
als unnétig erwies: vor und nach der Garung wurden dieselben Re 
duktionswerte erhalten. 


Die Glucose wurde also im Plasma und im Vollblut bestimmt, und 
man konnte dann mit Kenntnis des Hamatokritwertes den Glucose- 
gehalt in den Blutkérperchen berechnen. Die Ergebnisse sind aus der 
Tabelle I, Versuch 1, ersichtlich. GemaB diesen Versuchen ist, im 
Gegensatz zu den Befunden Olmsteds, Glucose in den Blutkérperchen 
vorhanden. i 

Die oben beschriebene Blutentnahme geschah bei Zimmertemperatur. 
Da es aber (nach Olmsted) denkbar ware, daB sich die Blutkérperchen- 
permeabilitat andert, nachdem das Blut die GefaBbahn verlassen hat, 
und dai diese eventuelle Veraénderung ausbleibt, wenn man das Blut 
unmittelbar nach der Entnahme abkiihlt und bei etwa 0° arbeitet, 
wurde die Versuchsmethodik in der folgenden Weise abgeandert : 


Das Blut wurde in einem Kiihlraum bei + 4° aus der Armbeuge ent 
nommen und unter Paraffin in einem paraffiniertem Zentrifugenr6hrchen 
fiir 60 cem aufgesammelt. Dieses Rohr war vorher auf 4° abgekihlt 
worden. Das fliissige Paraffin war auf + 4° abgekiihlt. Unmittelbar nach 
der Entnahme einer geeigneten Blutmenge (etwa 40 cem) wurde das Zentri 
fugenrohr einige Minuten durch Schwenken in Wasser (+ 4°) abgekiihlt 
und dann sofort in einer Winkelzentrifuge bei 5000 Touren pro Minute im 
FKisschrank zentrifugiert. 5 bis 7 Minuten nach Beginn der Blutentnahme 
konnte das Plasma abpipettiert und unmittelbar nach Folin (4) gefallt 
werden. Die Probeentnahme zwecks Untersuchung von Vollblut geschah 
im unmittelbaren Anschlu®B an die Probeentnahme zur Untersuchung des 
Plasmas (wie oben). Das Blut wurde in ein Gefaé8, das 5 mg Heparin enthielt 
(O,l ecem einer 5°,igen Lésung), gegeben, sofort in Wasser von + 4° 
abgekiihlt und nach etwa 7 Minuten in der Kalte gemaf Folin gefallt. 
Blutzuckerbestimmung nach Shaffer-Somogyi wie vorher. 


Es war anzunehmen, da8 bei dieser Methode eine Heparinisierung det 
Versuchsperson unnotig ist. Die meisten Versuche wurden auch ausgefiihrt, 
ohne da man der Versuchsperson Heparin intravenés einspritzte ode1 
irgendwelche Antikoagulationsmittel bei der Bestimmung des Glucose 
gehalts im Plasma verwendete. Einige dieser Versuche wurden nach 
letztgenannter Methode ausgefiihrt, jedoch ohne dais das Blut unter 
fliissiges Paraffin gebracht worden war. 
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Die Versuchsbedingungen bei den einzelnen Versuchen der Tabelle I 
waren folgende: 
Nr. 1: Heparinisierte Versuchsperson. Probeentnahme und Zentrifugieren 
bei Zimmertemperatur. 
2: Heparinisierte Versuchsperson. Probeentnahme und Zentrifugieren 
in der Kalte. 
:) Die Versuchspersonen waren nicht heparinisiert. Probeentnahme 
| und Verarbeitung in der Kalte. Das Blut wurde nicht unter 
4 fliissigem Paraffin aufgesammelt. 
4 Die Versuchspersonen waren nicht heparinisiert. Probeentnahme 
‘| 


und Verarbeitung in der Kalte. Das Blut wurde unter fliissigem 
Paraffin aufgesammelt. 


GO 


Tabelle I. 





Versuch mg Glucose pro 100 ¢em a na 

Nr. Vollblut Plasma Blutkérperchen (Hamatokrit) Plasma 10 
1 125 137 111 46 81 

2 111 124 96 47 78 

8 111 114 107 47,5 94,5 

4 102 111 92 47 82,5 

5 82 91 72 47 79,2 

6 97,5 106.5 86,6 45.5 81,2 

7 91 99 $1,4 45 $2.3 

8 87,5 105 70 49.5 66,6 


Ausdiesen Versuchen geht hervor, daB Glucose in den Blutkérperchen 
vorhanden war. Das Verhaltnis zwischen dem Glucosegehalt in den 
Blutkérperchen und dem Glucosegehalt im Plasma war ungefahr 0,80 
(letzte Kolonne in Tabelle I), was gleich dem Verhaltnis zwischen dem 
Wassergehalt der Blutkérperchen und dem Wassergehalt des Plasmas 
ist. Diese Versuche sprechen also fiir eine gleichmaBige Verteilung der 
Glucose zwischen Blutkérperchen und Plasma je nach deren Wasser- 
vehalt. 


Die Ergebnisse dieser Versuche stehen also in scharfem Gegensatz 
zu jenen von Olmsted, obwohl eine, wie es scheint, sehr gleichartige 
Versuchsmethodik zur Anwendung gekommen war. 


Vor der Ausfiihrung der geschilderten Versuche priifte ich die 
Versuchsmethodik besonders im Hinblick auf eine eventuelle Glykolyse 
bei Versuchen in Zimmertemperatur. Bei der Darstellung eiweibfreien 
Filtrats nach der Methode von Folin sind die Bedingungen fiir eine 
Glykolyse besonders giinstig. Das Blut wird mit einer Lésung von 
Na,WoO, und Na,SO, gemischt. In der Mischung ist die Reaktion 
schwach alkalisch und es sind Sulfationen vorhanden, also zwei Um- 
stande, die auf die Glykolyse steigernd einwirken. Nach Roche und 
Roche (6) liegt das Optimum der Glykolyse bei px 8,2 bis 8,3, und nach 
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Barrenscheen und Hiibner (7) bewirken Sulfationen, ebenso wie Phosphat- 
und Arseniationen, das die sonst vorhandene_ ,,Induktionszeit‘! von 
etwa 15 bis 30 Minuten verschwindet und die Glykolyse sich sofort 
bemerkbar macht. Die oben zitierten Verfasser haben, wie auch alle 
anderen, ihre Glykolyseversuche bei 37 bis 38° ausgefiihrt. Es ist noch 
zu priifen, in welchem MaBe die giimstigen Bedingungen fiir Glyko- 
lyse, welche in der nicht hamolysierten Mischung vorliegen, sich bei 
Zimmertemperatur wahrend der etwa 10 bis 20 Minuten merklich 
geltend machen, die in der Regel verstreichen, bis H,S O, zugesetzt 
wird und saure Reaktion eintritt. Bei saurer Reaktion wird namlich 
die Glykolyse aufgehoben [ Roche und Roche (6)]. 

Das Verfahren war folgendes: Die Koagulation wurde mit 1 mg Lithium 
oxalat pro cem Blut verhindert. Von zwei Erlenmeyer-Kolben, die 200 cem 
Natriumwolframat-Natriumsulfatlésung enthielten, wurde der eine auf 0° 
abgekiihlt, der andere befand sich bei Zimmertemperatur (etwa 18°). Die 
Temperaturen wurden wihrend des ganzen Versuchs beibehalten. In jeden 
Kolben wurden 25 cem Blut so rasch wie moéglich nach der Entnahme 
zugesetzt. Nach 5 Minuten wurden 45 cem von jeder Mischung entnommen 
und mit je 5 cem '/, n H,SO, versetzt; das ist also die iibliche Eiwei®Bfallung. 
Weitere Proben wurden nach 10, 20 und 40 Minuten gefallt. Auf diese 
Weise wurden zwei Serien von eiweiBfreien Filtraten bei 0 und 18° erhalten. 
In simtlichen Filtraten wurde die Glucose nach Shaffer-Somogyi in Doppel- 
proben bestimmt. 

In einigen Vorversuchen wurde die Menge reduzierender Substanz im 
Filtrat vor und nach der Garung bestimmt. Es stellte sich heraus, da nach 
der Garung im Filtrat keine bestimmbare Menge reduzierende Substanz 
vorhanden war; die Bestimmung der Restreduktton konnte daher in den 
folgenden Versuchen unterlassen werden. 


Die Resultate gehen aus Tabelle II hervor. 


Tabelle Il. Glucose in mg pro 100 cem Blut. 








y * Glucose in mg pro 100 cem Blut Tem- V Glucose in mg pro 100 cem Blut || Tem 

= Eiweif gefallt nach pera-| ‘CT Eiweif gefallt nach || pera 

such tur | Such ta f ° | tur 

Nr. 5 Min. | 10 Min. | 20Min. }40Min. °C Nr. 5 Min. | 10 Min. | 20Min. 40Min.|| °C 

1 74,5 73,9 || 0 8 | 883 G83 4: 0 

75,1 | 75 74,5 | 73,1 | 18 90,4 90,8 87,0 , 844 18 

2 88,8 88,8 0 9 98,7 99,1 0 

87,6 88,5 87,6 87,1 18 98,7 98,2 97,2 943 18 

3 || 76,9 74,5: 0 | 10 | 784 784 9 

77,3 77,8 74,8 72,0 18 78,7 788 75,0 74,0 18 

4 86,2 82,5 || 0 11 61,9 61,6 0 

86,0 85,0 845 783 17 61,6 | 61,1 | 59,7 | 58,2 1 18 

5 | 84,1 85,5 0 12 || 98,2 98,2) Oo 

85,6 | 86,2) 85,2 | 82,5 | 18 98,1 | 97,2 | 95,3 98,5 | 18 

6 94,6 921 O| 138) 592 583) 545 504 37 
94,7 | 91,2 | 88,5 | 18 

7 | 96,3 965 Of 14 833 818 806 77,3 37 
96,5 | 95,7 | 98,4 | 91,9 || 18 
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Die Werte in den Tabellen sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen, 
die héchstens + 2°, in den meisten Fallen sogar bedeutend weniger, 
voneinander abwichen. Zu diesen Fehlern kommen diejenigen Fehler, 
die durch UnregelmaBigkeiten beim Abpipettieren der Blutmischung 
und der Schwefelsiure bedingt sind. Die GréBe dieser Fehler wurde 
nicht bestimmt, diirfte aber relativ gering sein, u.a. infolge der An- 
wendung einer sehr gleichformigen MeBtechnik. Es diirfte daher be- 
rechtigt sein anzunehmen, das Glykolyse in denjenigen Proben vorliegt, 
in welchen der Glucosegehalt um mehr als 2°, des Ausgangswertes 
gesunken ist. 

Unter den Versuchen bei 0° ist meBbare Glykolyse gemaB dem 
vorerwahnten Kriterium nach 40 Minuten in drei Versuchen auf- 
getreten: in Nr. 3, 4 und 6; in den iibrigen neun Versuchen konnte sie 
nicht nachgewiesen werden. 

In den Versuchen bei Zimmertemperatur, die zwischen 17 und 18° 
variierte, konnte nach 10 Minuten keine Glykolyse nachgewiesen 
werden. Nach 20 Minuten war Glykolyse in sechs Versuchen meBbar 
(Nr. 3, 7, 8, 10, 11 und 12), aber in den iibrigen sechs Versuchen nicht 
nachweisbar. Nach 40 Minuten bei Zimmertemperatur war Glykolyse 
in allen Versuchen mit Ausnahme von Nr. 1 nachweisbar. 

Zum Vergleich mit den Versuchen bei 0° und bei Zimmertemperatur 
werden zwei Versuche bei 37° (Nr. 13 und 14) mitgeteilt. Die Glykolyse 
war auch in diesen nach 10 Minuten nicht meBbar. Nach 20 und 
40 Minuten war sie, wie man sieht, stark ausgesprochen. 

Die Versuche zeigen, daB nach 10 Minuten unter keinen Bedingungen 
Glykolyse nachweisbar war. Nach 20 Minuten bei Zimmertemperatur 
sprachen die Ergebnisse zweifellos in der Halfte der Faille fiir statt- 
gefundene Glykolyse. Nach 40 Minuten bei Zimmertemperatur wurde 
Glykolyse in noch héherem Prozentsatz gefunden als nach 20 Minuten. 
Nach 40 Minuten bei (0° war sie gleichfalls in einigen Fallen nachweisbar. 

Die Ursache fiir die schwankende Intensitaét der Glykolyse in den 
oben angefiihrten Versuchen ist nicht ermittelt. AuBer Temperatur 
und Zeit diirfte der Oxalatgehalt von EinfluB sein; die Glykolyse 
wird bekanntlich durch die gewéhnlichen Antikoagulationsmittel, 
auBer Heparin, gehemmt. Die Schwankungen im Oxalatgehalt waren 
indessen ohne Bedeutung. Die iibrigen Versuchsbedingungen waren 
gleichfalls véllig konstant. Das Blut wurde von augenscheinlich ge- 
sunden jungen Mannern im Alter von etwa 20 bis 23 Jahren entnommen. 
Der Anfangswert variierte, wie aus der Tabelle hervorgeht, jedoch 
innerhalb verhaltnismaBig kleiner Grenzen. Er spielt iibrigens, wie 
andere Verfasser gezeigt haben, fiir die Intensitét der Glykolyse keine 
Rolle. Als denkbare und vielleicht auch wahrscheinliche Erklarung 
bleibt die individuell verschiedenartige Glykolysefahigkeit des Blutes 
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bei verschiedenen Individuen, welche von mehreren Forschern nach- 
gewiesen worden ist. 
Zusammenfassung. 

1. Glucose ist sowohl in den Blutkérperchen als auch im Plasma 
vorhanden. Das Verhaltnis zwischen dem Glucosegehalt in den Blut- 
kérperchen und im Plasma ist 0,80. 

2. Bei EiweiBausfallung nach der Methode von Folin mit nicht 
himolysiertem Blut kann bei Zimmertemperatur die Glykolyse unter 
ygewissen Umstinden meBbare Werte erreichen. 


Herrn Dr. £. Jorpes spreche ich meinen besten Dank fiir wertvolle 
Ratschlage und Hilfe bei dieser Untersuchung aus. 
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Phosphatide in chlorophylihaltigen Organen. 
Von 
Bruno Rewald. 


(Eingegangen am 22. Oktober 1936.) 


In einer friiheren Arbeit! wurde mitgeteilt, daB in frischen Pflanzen 
(Salat) Phosphatide vorhanden sind; es gelang aber nicht, diese in 
reinem Zustande zu isolieren. 


Aus dem Acetonextrakt konnte nur eine minimale Menge einer Substanz 
isoliert werden, die 1,42°, P 36,04°, Lecithin (auf die gewéhnliche 
Lecithinformel berechnet) enthielt. Die nachfolgenden Aikoholextrakte des 
Blattriickstandes lieferten weitere Mengen Phosphatide, die aber gleichfalls 
nur einen geringen Phosphorgehalt hatten, also noch verunreinigt waren. 
Der héchste Wert in einem so dargestellten Praparat war 2,069, P = 52,28 % 
Phosphatid. Die Frage, ob in den griinen Pflanzen Phosphatide vorkommen, 
die in ihrer Zusammensetzung den bisher bekannten und rein dargestellten 
entsprechen, war also noch ungeklart. Inzwischen haben Smith und Chibnall* 
versucht, aus HahnenfuB Phosphatide darzustellen; sie erhielten aber auch 
keine reinen Produkte. Aus 22 kg getrocknetem Rohmaterial konnten sie 
durch Atherextraktion und Umfillen mit Aceton 56g eines Praparats 
isolieren, das einen P-Gehalt von 2,449°, hatte; auch durch weitere Um- 
fallung wurde kein reineres Produkt abgesondert. Die weitere Behandlung 
mit verdiinnter Salzsaure die an sich wegen der damit verbundenen 
Gefahr einer leichten Aufspaltung nicht zu empfehlen ist —- lieferte ebenfalls 
keine reineren Substanzen. Der P-Gehalt stieg nun auf 2,73°,. Dann 
wurde mit kochender Essigsiure aufgespalten, ohne daf die Isolierung der 
Phosphatide als soleche gegliickt wiire. 


Der Zweck vorliegender Untersuchung war, so schonend vorzugehen, 
daB alle Zersetzungen nach Méglichkeit vermieden wurden. 


3kg sofort nach dem Schneiden bei niedriger Temperatur sorgfaltig 
getrockneter Luzerne des ersten Schnittes entsprechend etwa 18 kg 
frischer Luzerne wurden auf der Nutsche mit Trichlorathylen extrahiert. 
Der Extrakt wurde vom Lésungsmittel befreit und der Riickstand mit 
Aceton in der Kialte so lange behandelt, wie noch etwas in Lésung ging. Es 
muBte mindestens 20mal gewaschen werden, selbst dann noch gingen 
schwach gefarbte Lésungen durch das Filter. Es hinterblieb ein dunkelbraun- 
griiner Riickstand, der nach dem Trocknen eine bréckelige Struktur hatte. 
Aus den Arbeiten von Chibnall® ist bekannt, daB in frischer Luzerne ein 
Wachs vorkommt, das in Aceton in der Kalte unléslich ist. Um das Praparat 
weiter zu reinigen, wurde es mit siedendem Aceton behandelt und heib 
filtriert; das Filtrat fing sofort beim Erkalten an, griinweiBbe Krusten 
abzusetzen. Das Auskochen wurde so lange fortgesetzt, bis keine Abschei- 
dungen in der Kalte mehr erfolgten; hierzu war eine etwa fiinfmalige Be- 
handlung notwendig. Das Wachs konnte durch mehrmaliges Umkristalli- 


' Diese Zeitschr. 202, 399, 1928. 2 Biochem. J. 26, 1345, 1932. 
3 Ebenda 25, 2072, 1931; 25, 2111, 1936 usw. 
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sieren aus Aceton in rein weiBen, kristallahnlichen Gebilden erhalten werden. 
Etwa 50°, des Riickstandes der kalten Acetonextraktion wurden als solches 
Wachs isoliert. 

Der auch in heiBem Aceton unlésliche Riickstand hatte nunmehr eine 
phosphatidartige Konsistenz. Kleine Vorproben zeigten, daB er phosphor- 
haltig war; mit Wasser ging er langsam in Quellung, beim Erhitzen schaumte 
diese Lésung stark, mit Saure trat Spaltung ein. Es war demnach anzu- 
nehmen, da ein Phosphatid von gew6hnlicher Reinheit vorlag, wenn auch 
die Farbe nicht wie sonst braun oder gelb, sondern noch griin war. Trotz 
wiederholter Behandlung mit Aceton konnte der Farbstoff nicht ganz 
entfernt werden. Eine Analyse ergab einen P-Gehalt von 2,7 °>, was einem 
Phosphatidgehalt von etwa 70°) entspricht. Es war also auf diese Weise 
yvelungen, den Gehalt wesentlich zu steigern, aber ein reines Praparat lag 
auch jetzt nicht vor. 

Das Phosphatid wurde nunmehr wieder in wenig Ather gelést, worin 
es vollkommen klar léslich war, und mit einem groBen UberschuB von 
Aceton gefallt. Nach 48stiindigem Stehen wurde dekantiert, wiederholt 
mit Aceton nachgewaschen und im Exsikkator getrocknet. Die Analyse 
des so gereinigten Praparats ergab einen P-Gehalt von 2,70, d. h. er war 
genau gleichgeblieben. Durch Lésen und Umfallen war eine weitere Reini- 
gung nicht zu erzielen. Es lagen demnach hier die gleichen Schwierigkeiten 
vor, die auch Smith und Chibnall beobachtet hatten. Eine weitere Um- 
fallung konnte zu keinem besseren Ergebnis fiihren, weil die stets vorhandenen 
Kohlenhydrate so fest verankert sind, daB sie mitgelést und mitgefallt 
werden. Nach den englischen Autoren soll nun das Pflanzenphosphatid 
noch organisch gebundenes Calcium an Stelle von Cholin enthalten, aber 
einen Beweis hierfiir konnten sie nicht beibringen, weil die Weiterbehandlung 
mit Saure dies ausschloB. Um hier zu besseren Ergebnissen zu kommen, 
wurde eine Methode eingeschlagen, die sich friiher schon zur Beseitigung 
fremder Beimengungen als sehr erfolgreich erwiesen hatte!. Es war bekannt, 
da Phosphatide, besonders Pflanzenphosphatide, Kohlenhydrate hart- 
nickig festhalten und da®B physikalische Bindungen vorzuliegen scheinen, 
die es erméglichen, daB selbst in Lésungsmitteln wie Ather, Benzol usw. 
in denen Kohlenhydrate an sich nicht léslich sind in Gegenwart von 
Phosphatiden eine glatte Lésung eintritt. Das Phosphatid wurde deshalh 
24 Stunden in Wasser quellen gelassen, wobei eine fast vollkommene 
Quellung eintrat, und dann wiederholt mit Ather restlos ausgeschiittelt. 
Die klare atherische Schicht, die immer noch leicht griin gefarbt war, wurde 
abfiltriert, der Riickstand im Vakuum getrocknet. Es hinterblieb eine kleine 
Menge -— etwa 0,3 g — eines Phosphatides, das nunmehr noch einmal in 
der Kialte mit Aceton behandelt wurde, um zu sehen, ob die Befreitung von 
Begleitstoffen auch in bezug auf die im Ather léslichen Bestandteile eine 
Einwirkung hat. In der Tat konnte mit Aceton nunmehr eine weitere Menge 
abgetrennt werden, die fiir sich behandelt wurde. 

Das endgiiltig erhaltene Phosphatid hatte nach dem Trocknen im 
Vakuum einen P-Gehalt von 4,929. Es lag hier demnach ein Phosphatid 
einer neuen Klasse vor, denn das Kephalin hat durchschnittlich nur 4,2 bis 
4.3%, P. Leider war die Menge zu klein fiir weitere Feststellungen. Inter- 
essant war aber die Bestatigung einer schon friiher gemachten Beobachtung, 
daB naimlich Aceton reine Phosphatide doch in nicht unbetrachtlichen Mengen 


' Diese Zeitschrift 211, 199, 1929. 
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lost. Die wasserige Schicht, die nach dem Abtrennen der Atherschicht mit 
den Phosphatiden zuriickbleibt, wurde auf ein kleines Volumen eingedampft 
und klar filtriert. Beim Eindampfen schieden sich Flocken ab, die aus einer 
nicht naher zu bestimmenden Substanz, vielleicht geringen Spuren Eiweib, 
bestanden. Es ist heute auch bekannt, daf selbst solche EiweiBspuren in 
Gegenwart von Zucker und Phosphor in organischen Losungsmitteln léslich 
sind. Es ist aber auch méglich, daB es sich hier um Salze gehandelt hat, 
die sehr fest an den Phosphatiden physikalisch gebunden waren. Die 
englischen Autoren haben in ihren Untersuchungen relativ grofbe Mengen 
von Caleium und aueh Asche gefunden. Die klare wisserige L6sung gab mit 
Fehlingscher Lésung keine Abscheidung von Kupferoxydul, ein Mono- 
saccharid lag also nicht vor. Sowie jedoch vorher kurz mit Salzséure auf 
gekocht war, trat eine sehr starke Reduktion ein, wir haben es demnach 


' besehrieben 


mit einer ganz analogen Erscheinung zu tun, wie sie friiher 
wurde. 

Auch in der Luzerne sind demnach Phosphatide mit hohem P-Gehalt 
an ein Polysaccharid gebunden, und zwar so, daB eine Trennung auf 
einfache Weise nicht méglich ist. [Smith und Chibnall (1. c.) muBten 
wegen der vorhergehenden Behandlung mit Saure ein Monosaccharid 
finden.| Es handelt sich dabei nur um die sogenannten ,,freien** Phospha- 
tide, da eine Abspaltung der an EiweifS gebundenen Anteile mit Alkohol 
nicht stattgefunden hat. Diese Phosphatide werden in einer besonderen 
Abhandlung spater behandelt werden. 


1 Diese Zeitschr. 211, 199, 1929. 








Probleme des Stickstoffkreislaufes'. 
Ill. Mitteilung: 
Uber den Abbau des Glykokolls durch Bakterien. 


Von 
Alexander Janke und Wilhelmine Tayenthal. 


(Aus dem Institut fiir Biochemische Technologie an der Technischen 
Hochschule in Wien.) 
(Eingegangen am 22, Oktober 1936.) 


I. Kinleitung. 


Uber den Abbau der Aminosauren durch Mikroorganismen liegen 
bereits zahlreiche Untersuchungen vor, woriiber bei Janke? und Hei- 
gener? Naheres in Erfahrung gebracht werden kann. Wahrend abet 
manche Aminosduren in dieser Hinsicht recht eingehend untersucht 
sind, ist dies beim Glykokoll keineswegs der Fall, obwohl doch gerade 
diese Arainosiure besonderes Interesse beansprucht, da sie einerseits 
der einfachste Vertreter dieser wichtigen Gruppe von Verbindungen ist 
und andererseits am Aufbau einer weitverbreiteten Klasse von Eiweib- 
kérpern, der Skleroproteide, hervorragend beteiligt erscheint. 

Nawiasky* hatte bei der Einwirkung von Bact. vulgare auf Glykokoll 
eine Desaminierung des letzteren unter Auftreten einer fliichtigen Saure 
beobachtet, von der er vermutete, daB es sich um Essigséure handle. Die 
Entstehung dieser Saure konnte dann Brasch® bei Einwirkung von ac. 
putrificus auf Glykokoll beobachten. Es hat demnach den Anschein, als 
ob in diesen Fallen eine reduktive Desaminierung vor sich gegangen ware; 
das Auftreten einer solchen ist immerhin erklarlich, da von den verwendeten 
Organismen der eine ein fakultativer, der andere ein obligater Anaerobier 
ist. In neuerer Zeit hat dann Yamada ® bei Einwirkung von Sacch. saké aut 
modifizierte Ha yduck-Loésung (mit 0,3, Glykokoll an Stelle des Asparagins) 
[soamylalkohol erhalten, wobei es freilich fraglich erscheint, ob dieser 
Alkohol unmittelbar aus dem Glykokoll entstanden ist. 

So spiarlich demnach unsere Kenntnis vom Angriff des Glykokolls 
durch Mikroorganismen ist, so eingehend untersucht ist dessen Abbau durch 
chemische Katalysatoren. Nachdem bereits Wieland und Bergel? eine oxy- 
dative Desaminierung durch Palladiumschwarz bewirkt hatten, gelang es 
Edlbacher und Kraus*® den gleichen Vorgang mittels Adrenalin (bzw. Brenz- 
catechin und dessen Derivaten) herbeizufiihren, wobei ein intermediiar ent- 


' A. Janke u. H. Holzer, 1. Mitteilung: diese Zeitschr. 213, 142, 1929; 


II. Mitteilung: ebenda 226, 243, 1930. 2 A. Janke, Arch. f. Mikrobiol. 1, 
304, 1930. ® H. Heigener, Centralb. f. Bakt., II. Abt., 98, 81, 1935. 

4 P. Nawiasky, Arch. f. Hyg. 66, 209, 1908. 5 W. Brasch, diese Zeitschr. 
22, 403, 1909. § M. Yamada, Bull. agric. chem. Soe. Jap. 11, 19, 1935. 


7 H. Wieland u. F. Bergel, Liebigs Ann. 439, 199, 1924. 88. Edlbacher 
u. J. Kraus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 239, 1928. 
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stehender Chinonk6érper als eigentlicher Katalysator angenommen wurde. 
Auber Ammoniak und CO,, die hierbei in aquimolekularem Verhaltnis 
entstehen, war auch Formaldehyd in geringer Menge nachzuweisen. Kisch 
und Mitarbeiter! konnten diese Ergebnisse im wesentlichen bestatigen, sowie 
aut andere Katalysatormuttersubstanzen (Katalysagene), namlich Derivate 
des Brenzeatechins und Hydrochinons, ferner Methylglyoxal und Resorein 
ausdehnen und durch ihre auf breiter Basis ausgefiihrten Untersuchungen 
die strenge Spezifitat der genannten Reaktion erweisen. Nach Kisch'! 
kann die Intensitat der Wirkung der chinoiden Gruppe —- gemessen an der 
CO,- und N H,-Produktion —- durch gewisse Atomgruppen des Katalysator- 
molekiils geférdert (Hilfsgruppen), durch andere gehemmt werden (Hemm 
gruppen). Ferner wurde durch den gleichen Forscher? bei Verwendung von 
Oxyhydrochinon oder Resorcin als Katalysagen eine aktivierende Wirkung 
durch Erdalkalichloride, und zwar in der Reihenfolge Ba Sr Mg< Ca 
beobachtet; spaiter erfuhren diese Versuche durch Aésch und Schuwirth® 
eine Ausdehnung auf Metallsalze, unter denen sich das CdCl, als besonders 
wirksam erwies. Bei allen diesen Aktivatorwirkungen kommt der Wasser- 
stoffionenkonzentration und der Pufferung des Systems eine hohe Be- 
deutung zu. 


Nachdem bereits Wieland und Bergel bei Verwendung von Palladium- 
schwarz als Katalysator der oxydativen Desaminierung des Glykokolls und 
anderer Aminosdéuren gezeigt hatten, da dieser Vorgang auch bei Luft- 
abschluB vor sich geht, sofern man m-Dinitrobenzol als Wasserstoffakzeptor 
darbietet, wiaihrend das sonst vielfach verwendete Methylenblau_hierfiir 
ungeeignet ist, konnte Schuwirth* diese Feststellungen auch fiir Katalysa- 
toren der Chinonreihe bestitigen. 

Da aus verschiedenen Griinden als Zwischenprodukt bei der oxydativen 
Desaminierung der Aminoséuren die «-Ketosaéiuren® angenommen werden, 
versuchten Barrenscheen und Danzer ® bei der Desaminierung des Glykokolls 
die Glyoxylsiure mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin abzufangen, was ihnen 
tatsachlich gelang. 


Durch die vorliegende Untersuchung sollte nun gezeigt werden, in 
welcher Weise aerobe Bakterien das Glykokoll abbauen und ob auch 
hierbei der Weg iiber die Glyoxylsdure geht. 


Il. Methodik. 
A. Die verwendeten Mikroorganismen und deren Anzucht. 


Zu den Versuchen dienten vor allem Bact. coli und Bac. mycoides ; 
der erstere wurde der Institutssammlung entnommen, der letztere aus 
einer Erdbodenprobe frisch herausgeziichtet. 


1 B. Kisch, diese Zeitschr. 220, 84, 1930; 236, 379, 1931; 242, 1, 1931; 
244, 440, 1932; 249, 63, 1932; 250, 135, 1932; 252, 380, 1932; 257, 334, 1933: 
Fermentforsch. 18, 433, 1932; B. Kisch u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 220, 
370, 19380: B. Kisch u. K. Schuwirth, ebenda 247, 371, 1932. 2 B. Kisch, 
ebenda 263, 98, 1933. 3B. Kisch, u. K. Schuwirth, ebenda 268, 158, 
1934. — 4 K. Schuwirth, diese Zeitschr. 254, 148, 1932. 5 Vol. A. Janke, 
Arch. f. Mikrobiol. 1, 308, 1930. ® H. K. Barrenscheen u. W. Danzer, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 220, 57, 1933. 
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Zur Anlage von Massenkulturen fand Nahragar Verwendung, dessen 
Jereitung nach der bei Janke und Zikes' angegebenen Vorschrift erfolgte. 
Die auf Schragagar in Kulturréhrchen iippig entwickelten Bakterienrasen 
wurden mit physiologischer Kochsalzlésung abgespiilt und mit der so er- 
haltenen Zellaufschlammung der in Kolleschen Kulturschalen befindliche 
Nahragar derart iiberflutet, daB die Oberfliche desselben ungefahr '/, mm 
hoch von der Fliissigkeit bedeckt war. Nach drei- bis fiinftagigem Aufenthalt 
im Thermostaten bei 30° erfolgte die Ernte durch Abspiilen des dichten 
Bakterienrasens mittels physiologischer Kochsalzlésung unter Zuhilfenahme 
eines Glasspatels. Die so erhaltene Suspension wurde in sterilen Réhrehen 
mit GummistépselverschluB abzentrifugiert, der Riickstand durch Schiitteln 
mit physiologischer Kochsalzlésung ausgewaschen, wieder zentrifugiert und 
dieses Verfahren dreimal wiederholt. Das letzte Zentrifugat kam als Auf- 
schlammung in physiologischer Kochsalzlésung oder in Phosphatpuffer- 
losung fiir die Versuche zur Verwendung, wobei durch maschinelles Schiitteln 
fiir eine gleichmaBige Verteilung gesorgt wurde. 

Zur Bestimmung der Keimzahl der Suspension diente die Sprobpilz- 
mischmethode, iiber die bei Janke und Zikes' Naheres in Erfahrung ge- 
bracht werden kann. 

Fiir die Herstellung von Enzympraparaten von Bac. mycoides kamen 
jedoch Massenkulturen dieser Organismen in Naihrbouillon zur Verwendung, 
da zufolge Dooren de Jong? in fliissigem Nahrboden nach dreitagiger Kultur 
ein nahezu sporenfreies Material gewonnen werden kann. 


B. Die chemischen Untersuchungsmethoden. 
l. Bestimmung stickstoffhaltiger Substanzen. 


Zur Ermittlung des Gesamtstickstoffs diente die Mikro-Kyeldah|- 
Methode*, die Bestimmung des Ammoniaks erfolgte durch Abdestillieren 
unter vermindertem Druck? nach Zusatz von Kalkmilch aus einem Claisen- 
Kolben unter Vorlage von n/100 Saure, wobei natiirlich eventuell anwesende 
Amine mitbestimmt wurden. Der Gehalt an Aminosiuren wurde mittels 
der gasanalytischen Mikromethode von van Slyke® festgestellt; und zwar 
sowohl vor als auch nach Einwirkung der Bakterien, wobei im letzteren 
Falle die Aminosaéuren von den iibrigen eventuell vorhandenen nicht- 
fliichtigen Sauren vermittels der Atherunléslichkeit ihrer Salze mit starken 
Séuren (H,PO,) getrennt wurden. 


2. Ermittlung der organischen Sauren. 

Zur Bestimmung der Gesamtmenge an fliichtigen Sauren diente die 
friiher® beschriebene Methode, bei der die Destillation im Vakuum unter 
Durchleitung kohlenséurefreier Luft erfolgt. 

Zur Identifizierung eventuell gebildeter Essigsaure verwendeten wir die 
durch Kriiger und T'schirch angegebenen Methoden mit Lanthannitrat* und 
Uranylformiat*, wobei im letzteren Falle die tetraedrischen Kristalle von 


' A. Janke u. H. Zikes, Arbeitsmethoden der Mikrobiologie. Dresden 
u. Leipzig 1928. 2 Den Dooren de Jong, Arch. f. Mikrobiol. 4, 39, 1933. 
-3 F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 3. Aufl. Berlin 
1930. 4 DP. D. van Slyke in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., 
Abt. 1, Teil 7, S. 58. - 5 Derselbe, ebenda, Abt. 1, Teil 7, S. 263. 
6 4. Janke u. St. Kropacsy, diese Zeitschr. 278, 34, 1935. —- * D. Kriiger 
u. E. Tschirch, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 2776, 1929. —— 8 Dieselben, 
Mikrochem. 7, 318, 1929. 
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Uranylacetat mikroskopisch zu erkennen sind. Auf Ameisensaéure priiften 
wir mittels der Reduktion von Quecksilberchlorid; bei positivem Ausfal] 
dieser Reaktion war die Uberpriifung mit Cerformiat nach Emich ' vorgesehen, 

Das Abfangen der Glyoxylséiure versuchten wir so wie Barrens cheen 
und Danzer mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin, das Newberg und Kobel? erst- 
malig fiir den gleichen Zweck bei der Brenztraubensaéure verwendet hatten. 
Fiir das in gelben Nadeln kristallisierende Glyoxylsaure-2, 4-Dinitrophenyl- 
hydrazon hatte Brady*® den Schmelzpunkt mit 190° angegeben, wahrend 
Neuberg und Kobel* denselben mit 203° fanden; médglicherweise liegen hier 
zwei verschiedene Isomere vor. 


3. Nachweis und Bestimmung anderer Umsetzungsprodukte. 
Auf Formaldehyd priiften wir mittels fuchsinschwefliger Saure und 
der Reaktion von Hehner®. Die gleichen Methoden dienten auch zum 
Nachweis von Methylalkohol, nachdem die Probe mit saurer Permanganat- 
lésung oxydiert und dann mit Oxalsdurelésung entfarbt worden war. 

Die quantitative Bestimmung des durch Entearboxylierung ent- 
standenen Kohlendioxyds erfolgte titrimetrisch durch Absorption dieses 
Gases in n/500 Barytlauge, nachdem das in der Reaktionsluft eventuell 
enthaltene Ammoniak durch Auswaschen mit Schwefelsiure entfernt 
worden war. 

III. Versuche mit ,ruhenden Kulturen‘. 

Die zahlreichen Untersuchungen verschiedener Forscher iiber den 
mikrobiologischen Abbau der Aminosiéuren, vor allem von Tyrosin, 
Tryptophan und Histidin, hatten ergeben, daB es im sauren Gebiete unter 


Abspaltung von CO, zur Bildung der betreffenden Amine kommt, bei 
neutraler oder alkalischer Reaktion aber Desaminierung der Amino- 
siuren eintritt, und zwar zumeist unter Bildung der entsprechenden 
Oxysaure. Letzteren Abbauweg suchten wir beim Glykokoll zu verfolgen. 


1. Einwirkung verschiedener Bakterienarten auf Glykokoll. 
Zu diesen orientierenden Versuchen kamen Vertreter der ver- 
schiedenen Gruppen von Faulnisbakterien zur Verwendung, namlich 
Pseudomonas fluorescens, Bac. mycoides, Bact. coli und Bact. vulgare. 


Jeweils 20 cem der nach ILA. bereiteten Bakteriensuspension wurden 
mit der gleichen Menge einer sterilen Glykokollésung von bekanntem 
Stickstoffgehalt in einem mit Wattepfropfen verschlossenen Hrlenmeyer- 
Kolben von 100 cem Inhalt gut durchgemischt und durch 5 bis 7 Tage 
unter wiederholtem Umschwenken bei 30° im Thermostaten belassen. Zu 
Beginn des Versuchs wurden mittels steriler Pipette 4 cem des Gemisches 
der Bakteriensuspension-Glykokollésung entnommen, wovon 2cem zur 
Bestimmung des Gesamtstickstoffs und 2 cem zur Ermittlung des py- 
Wertes auf kolorimetrischem Wege dienten. Nach Ablauf der Versuchszeit 
wurde der Inhalt eines jeden Versuchsgefifes in einen Mefbkolben ent- 


1 F. Emich, Lehrb. d. Mikrochem. 1911, S. 134. 2 CO. Neuberg u. 
M. Kobel, diese Zeitschr. 216, 295, 1929. 30. L. Brady, J. chem. Soc. 
London 1931, S. 756. 4 CO. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 265, 275, 
1932. °O. Hehner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 36, 714, 1897; 39, 332, 1900. 
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leert und mit destilliertem Wasser auf 50 cem aufgefiillt. Nach Ent 
nahme von 5cem zur Bestimmung des Cesamtstickstoffs erfolgte im 
Rest die Entfernung der Mikroorganismen durch Abzentrifugieren, woraut 
die nahezu klare Fliissigkeit zur Bestimmung des gebildeten Ammoniaks 
und des iibriggebliebenen Glykokolls diente; jede dieser Untersuchungen 
kam in zwei Parallelbestimmungen zur Ausfiihrung. 

Da bei der gewaihliten Versuchszeit mit einer Bildung von Ammoniak 
infolge Autolyse der Bakterienzellen zu rechnen war, kam zwecks Er- 
mittlung der Mengen der auf diesem Wege in die Versuchsfliissigkeit ge- 
langenden Stickstoffsubstanzen jeweils ein Kontrollversuch zur Ausfiihrung, 
indem 20 cem der Mikrobensuspension mit der gleichen Menge sterilen Wassers 
gemischt und nach Ablauf der Versuchszeit die Bakterien abzentrifugiert 
und mit destilliertem Wasser ausgewaschen wurden. In den vereinigten 
Fliissigkeiten erfolgte dann die Bestimmung von Ammoniak und Amino- 
séiuren. 

Die Ergebnisse dieser Versuche finden sich in der Tabelle | ver- 
zeichnet, aus der hervorgeht, daB alle verwendeten Bakterien in mehr 
oder weniger starkem MaBe das Glykokoll angreifen. Die Differenzen 
zwischen dem verschwundenen Glykokoll und dem experimentell be- 
stimmten Ammoniak sind offenbar durch Assimilation zu erklaren. 
Der Stickstoffgehalt der Glykokollésung betrug in den Versuchen mit 
Ps. fluorescens und Bac. mycoides 17,62 mg, in jenen mit Bact. coli und 
Bact. vulgare 19,37 mg. 


Tabelle I. Desaminierung von ,Glykokoll durch verschiedene 
Bakterien. 





Versuchs- Gesamtstickstoff in mg 919 Glykokoll-N Ammoniak-N 
Bakterienart dauer — - - in 9%, des 
in Tagen zu Beginn am Ende gefunden verschwunden, Glykokoll-N 


Ps. fluorescens 7 21,62 21,73 89,4 10,6 2,4 
Bac. mycoides 7 21,15 21,18 118 22:7 20,2 
. ‘ 7 24,67 24,6 73,5 - 26,5 30.2 
Bact. coli 4 31,6 - 43,4 56,6 43.5 
aoe 6 31,4 — 12,3 87,7 60,4 
Bact. vulgare 4 24,8 - 13,4 86,6 40,1 
7 eS 7 26,2 _ 16,7 83,3 64,4 


Im Hinblick auf die leichte Kultivierbarkeit bei gutem Des- 
aminierungsvermégen kamen zu allen folgenden Versuchen nur mehr 
Bact. coli und Bac. mycoides zur Verwendung. 


2. Abhdngigkeit des Glykokollabbaues vom py-Wert. 

Wenn auch durch die Untersuchungen verschiedener Forscher schon 
offenkundig geworden war, daB die Desaminierung von Aminosauren 
durch Bakterien am besten bei schwacher Alkalitét vor sich geht, so 
war es fiir uns doch von Interesse, Versuche mit variiertem Wasserstoff- 
exponenten durchzufiihren, um zu erfahren, bei welchem pu-Wert eine 
kraftige Desaminierung eintritt, ohne daB die Fehler durch Autolyse 
oder Assimilation sich allzu stark bemerkbar machen. Zu diesem Zwecke 
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wurden Versuche mit Bac. mycoides ausgefiihrt, und zwar derart, dab 
zur Bereitung der Suspension dieser Organismen anstatt physiologischer 
Kochsalzlésung Phosphatpufferlésungen Verwendung fanden; nur im 
stark alkalischen Gebiet diente das Glykokoll selbst in einer unter Zusatz 
von NaCl bereiteten Lésung neben n/10 Natronlauge als Puffersubstanz. 
Als Ergebnis dieser Versuche kann mitgeteilt werden, daB sich ein 
pu-Bereich von 7,5 bis 8 am giinstigsten erwiesen hat, weshalb in allen 
folgenden Versuchen ein solcher eingehalten wurde. So kam eine Reihe 
von Untersuchungen mit Bac. mycoides zur Ausfiihrung, zum Teil 
mit Suspensionen von bestimmtem Keimgehalt, und zwar 3- bzw. 6mal 
106 Keime im Ansatz. In allen diesen Fallen konnte wieder ein einwand- 
freier Abbau des Glykokolls festgestellt werden, und zwar betrug hier 
die verschwundene Aminosaure bis zu 50% der Ausgangsmenge. 

Bei einigen dieser Versuche wurde die Reaktionsfliissigkeit auf fliichtige 
Saéuren untersucht, indem die beim Abscheiden der Aminoséuren erhaltenen 
atherischen Lésungen der beiden Parallelproben vereinigt und mit Natron- 
lauge alkalisch gemacht wurden, worauf nach Abdestillieren des Athers ein 
Auffiillen des Riickstandes auf 40 cem erfolgte; die eine Halfte hiervon 
diente zur quantitativen Bestimmung der fliichtigen Saure, die andere zur 
Priifung auf Essig- und Ameisenséure. Die Menge an gebildeter fliichtiger 
Saure war auBerst gering; so betrug der Verbrauch an n/100 Lauge zur 
Neutralisation der abdestillierten 20 cem bloB zwischen 0,3 und 1,3 cem. 
Die qualitative Prifung auf Essig- und Ameisensaure lieferte in allen Fallen 
ein negatives Ergebnis. 


3. Der EinfluB des Luftsauerstoffs auf die Desaminierung. 


Wie oben bereits bemerkt wurde, kommt es bei der in neutraler 
oder schwach saurer Lésung vor sich gehenden Desaminierung der 
Aminosauren oft zur Bildung der entsprechenden Oxysaure, in welchem 
Falle die Reaktion als einfache Hydrolyse erscheint, sofern man bloB 
die Ausgangs- und Endprodukte betrachtet: 


R.CH(NH,). COOH + H,O -- R.CH(OH). COOH + NH,. 


So halt Molinari! die Entstehung von Lactat beim Kochen von Alanin 
mit Kohle im Modellversuch fiir eine als Wandreaktion verlaufende Hydro- 
lyse, bei der die Oberflichenkonzentration des sorbierten Alanins zeit- 
bestimmend wirkt. DaB die an der Kohle adsorbierte Luft auf diese Reaktion 
keinen EinfluB8 ausiibt, geht auch aus den Versuchen von Wunderly? mit 
extrem entgaster Kohle hervor; die durch letzteren Forscher beim Erhitzen 
des Systems beobachtete Bildung von Acetaldehyd und Ammonium- 
pyruvinat miiBte dann ihre Entstehung einer sekundaéren Reaktion ver- 
danken. Auch Kotake und Mitarbeiter® fassen den Desaminierungsvorgang 
im tierischen Organismus, wie er durch das Auftreten von Oxyphenyl- 
milechsaure und Oxyphenylbrenztraubenséiure im Harn nach Tyrosin- 
verfiitterung in Erscheinung tritt, als Hydrolyse auf. Auch Baur* ist 


' §. Molinari, Helv. chim. Acta 14, 671, 1931. 2K. Wunderly, Helv. 
chim. Acta 15, 721, 1932. 3 Y. Kotake sen., Y. Kotake jun. u. J. Tani- 
guchi, J. Biochem. 18, 395, 1933. —- * E. Baur, Zeitschr. f. Elektrochem. 
u. angew. physik. Chem. 42, 285 bis 287, 1936. 
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neuerdings der Ansicht, daB an der durch Elektrolyse am Kohlenkontakt 
unter AusschluB von Luft eintretenden inneren Zersetzung des Glyko- 
kolls bzw. Alanins neben einem Redoxvorgang auch eine Hydrolyse be- 
teiligt ist. 

Gegen das allgemeine Auftreten einer priméren hydrolytischen Des- 
aminierung scheint freilich der Umstand zu sprechen, daB bei manchen 
Aminosauren zufolge T’sudji' aus beiden optisch aktiven Komponenten ein 
und dieselbe Form der Oxyséure entsteht, weshalb nach Sasaki und Otsuka 2 
die Annahme der Ketosaéure als optisch inaktives Zwischenprodukt nahe 
liegt. Es ist aber auch mit der Méglichkeit zu rechnen, da zuniachst die 
entsprechende Form der Oxyséure entsteht und sich erst sekundar iiber die 
Ketosaéure in die andere Form umlagert; so konnten Kotake, Chikano und 
Ichihara*® aus (—)-Oxyphenylmilchsiure durch Oospara lactis die Oxy- 
phenylbrenztraubensiure erhalten, die durch den gleichen Pilz zum Teil in 
die (+ )-Form erstgenannter Saure tiberging. 

Es war nun von Interesse festzustellen, ob vielleicht die Des- 
aminierung des Glykokolls durch aerobe Baktetrien eine einfache Hydro- 
lyse sei, zumal wir meinten, unter den Umsetzungsprodukten Glykol- 
siure nachgewiesen zu haben. Um diese Frage zu entscheiden, fiihrten 
wir den bakteriellen Abbau des Glykokolls sowohl unter aeroben Ver- 
haltnissen, namlich in Luft bzw. Sauerstoff, als auch unter Luftabschlub 
(in Stickstoff) durch. 

Fiir die Versuche in Sauerstoff und Stickstoff erhielten die Versuchs- 
gefaBe an Stelle des Wattepfropfens einen doppelt durchbohrten Gummi- 
stépsel, der ein bis auf den Boden des Kolbens reichendes und ein knapp 
unterhalb des Stopfens endigendes Kapillarrohr trug. Beide Rohre waren 
rechtwinklig abgebogen und durch Watteeinlagen vor Infektion geschiitzt. 
Nach einem ungefahr 10 Minuten wahrenden Emleiten des betreffenden 
Gases —- wobei im Falle des Stickstoffs vorher evakuiert worden war 
wurden beide Glasrohre zugeschmolzen. Die Untersuchung des Inhaltes der 
5 Tage bei 30° im Thermostaten gehaltenen Kélbchen erfolgte in derselben 
Weise wie oben geschildert. Der Versuchsansatz bestand wieder jeweils 
aus 20 cem Glykokollésung mit einem Stickstoffgehalt von 17,24 mg und 
20 c¢m Bakteriensuspension in Phosphatpufferlésung; die Ergebnisse bringt 
die Tabelle IT. 


Tabelle Il. Desaminierung von Glykokoll unter aeroben und 
anaeroben Verhaltnissen. 





Versuchs- Glykokoll-N in %/o Ammoniak-N in ° 





Bakterienart ; , : suk “i 
bedingung gefunden verschwunden des Glykokoll-N 
Bac. mycoides . . in Luft 57,7 42.3 19.5 
x i Pt 5 Os 66,2 33,8 22.4 
: stay phe oe n Ne 99,2 0,8 21,5 
Bact cht. 2. »n No 101,0 0 32.0 


Aus dieser geht hervor, daB in Stickstoffatmosphare, also unte: 
anaeroben Verhaltnissen, kein Abbau des Glykokolls stattgefunden hat : 


1M. Tsudji, Act. Schol. med. Univ. Kioto 2, 115, 1918. — ? 7. Sasaky 
u. I. Otsuka, J. of biol. Chem. 32, 533, 1917. 3 Y. Kotake, M. Chikano 
u. K. Ichihara, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 218, 1925. 
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die gefundenen N H,-Mengen entstammen der Zellautolyse. Die Des- 
aminierung des Glykokolls durch aerobe Bakterien geht demnach auf 
oxydativem Wege vor sich bzw. sie verliuft als Oxydoreduktion. 


4. Desaminierung unter anaeroben Bedingungen bei Gegenwart von 

m-Dinitrobenzol. 

Wie oben bereits erwahnt, haben Wieland und Bergel und spiter 
Schuwirth eine Desaminierung des Glykokolls mittels Katalysatoren 
unter anaeroben Bedingungen bei Gegenwart von m-Dinitrobenzol 
erzielt. Es war daher fiir uns naheliegend, auch bei der biologischen 
Desaminierung ein Gleiches zu versuchen. Die Durchfiihiung war im 


Tabelle III. Desaminierung von Glykokoll bei Gegenwart von 
m-Dinitrobenzol. 





_Glykokoll-N in %o = Ammoniak-N in °/> 








Bakterienart Versuchsbedingung sscheodien banaiieaieiaies des Glykokoll-N 
Bac. mycoides | in Ng ohne Dinitro- 
a ee 99,6 0,4 6,3 
. - in Ny mit Dinitro- 
et! sae ea 69,3 30,7 26,7 
Bact. coli. . in Ng mit Dinitro- 
| 90,0 10,0 7 
* Sarg in Luft mit Dinitro- 
meee es, 78,3 21,7 8.5 
Bac. mycoides in LuftohneDinitro- 
bentoh. se. 86.9 13,1 13,9 
‘ . in Ny ohne Dinitro- Leerver- 
ES 0 0 36 | suche mit 
Bact. coli. . || in Ng mit Dinitro- H,0O an 
WONNOE: Sy ash 0 0 0,7 | Stelle von 





Glykokoll 


wesentlichen dieselbe wie bei den bereits geschilderten Versuchen in Stick- 
stoffatmosphare, nur mit dem Unterschied, daB zu je 10 cem Bakterien- 
suspension 40 mg festes m-Dinitrobenzol zugefiigt und die als Versuchs- 
gefiBe verwendeten Flaschen wahrend der Versuchsdauer von 3 Tagen 
auf mechanischem Wege geschiittelt warden. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 11] zusammengestellt. 

Da auch diese Versuche wieder fiir eine oxydative Desaminierung 
des Glykokolls sprechen, trachteten wir nunmehr das vermutliche 
Zwischenprodukt, die Glyoxylséure, abzufangen. 

Vorher schien es uns zweckmaBig, zu iiberpriifen, ob bei der Des- 
aminierung des Glykokolls in einer Stickstoffatmosphare unter Hinzufiigung 
von m-Dinitrobenzol diese Nitroverbindung fiir den gesamten Umsatz des 
Glykokolls als Sauerstoffdonator bzw. Wasserstoffakzeptor nétig ist, oder 
blo8 zur Einleitung der Desaminierung gebraucht wird. Zu diesem 
Zwecke kamen Versuche mit steigenden Mengen m-Dinitrobenzol zur Aus- 
fiihrung, wobei die geringste Dosis 0,4 mg betrug. Wie die in Tabelle IV 


6* 
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niedergelegten Werte erkennen lassen, nimmt mit steigendem Zusatz an 
m-Dinitrobenzol die Desaminierung des Glykokolls zu, so daB also keine 
bloBe Initialwirkung in Frage kommt. Der Ansatz bestand aus 10 eem 
Glykokoll mit 19,33 mg Stickstoff und 10 cem Suspension von Bact. coli 
in Phosphatpufferlésung, entsprechend einem py-Wert von 8,2; die Versuchs- 
dauer betrug 3 Tage. 


Tabelle IV. Desaminierung in N, bei Zusatz steigender Mengen an 
m-Dinitrobenzol. 





Glykokoll-N in °/o Ammoniak-N in ©/ 


a i 


m-Dinitrobenzol 0 
des anfinglichen Glykokoll-N 


in 20 com Ansatz 


gefunden verschwunden 


0,4 mg 99,5 a 5,8 
Os. . 89,2 10,8 18,7 
ee 76,4 23.6 23.5 


5. Versuche zur Abfangung der Glyoxylsdure. 

Nachdem anfangliche Versuche zur Abfangung der Glyoxylsaure 
mittels Phenylhydrazin insofern erfolglos verlaufen waren, als das 
erhaltene Produkt sich beim Umkristallisieren zersetzte, verwendeten 
wir wie Neuberg und Kobel bzw. Barrenscheen und Danzer das 2, 4- 
Dinitrophenylhydrazin. 

Es wurden zehn Kélbchen mit je 20 cem Glykokollésung, 20 cem einer 
Suspension von Bact. coli und 5cem einer 5%igen alkoholischen Auf- 
schlammung des Hydrazins verwendet, nach dreitagigem Stehen im Thermo- 
staten die nicht in Lésung gegangenen Kristalle des Hydrazins abfiltriert 
und die vereinigten Filtrate nach dem Ansauern mit Essigester ausgeschiittelt. 
Dann erfolgte eine Entséuerung der Essigesterschicht mittels Caleium- 
carbonats, Filtration und Trocknung mit gegliihtem Natriumsulfat. Der 
nach Abdunsten des Essigesters verbleibende Riickstand wurde mit heiBem 
Alkohol aufgenommen, die Lésung mit wenig Tierkohle digeriert und dann 
tropfenweise mit Wasser bis zur schwachen Opaleszenz versetzt, worauf 
nach mehrstiindigem Stehen feine gelbe Nadeln ausfielen. Nach wieder- 
holtem Umbkristallisieren aus verdiinntem Alkohol und Trocknen zeigten 
diese Nadeln einen Schmelzpunkt von 190° (unter Zersetzung), der demnach 
mit dem von Brady fiir das Glyoxylséure-2, 4-Dinitrophenylhydrazon an- 
gegebenen iibereinstimmte; die erhaltene Substanz gab auch Rotfairbung 
mit Alkohol und Kalilauge und eine braunrote Verfairbung mit Soda. 


6. Versuche betreffend Kohlenséureabspaltung. 


Da die als Zwischenprodukt bei der oxydativen Desaminierung 
der Aminosiuren auftretende Ketosiure vielfach eine Entcarboxylierung 
unter Bildung des um ein C-Atom armeren Aldehyds erfahrt, war es 
von Interesse, auch im vorliegenden Falle diesem AbbauprozeB nach- 
zuspuren. 

a) Bestimmung der entwickelten Kohlensaure. 


Nachdem wir durch Vorversuche mittels der Methode des gleitenden 
Fliissigkeitstropfens eine Gasentwicklung bei der Desaminierung durch 
Bac. mycoides sichergestellt hatten, gingen wir zur quantitativen Be- 
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stimmung des gebildeten Kohlendioxyds mittels der oben angegebenen 

Methode der Absorption in n/500 Barytlauge iiber. Die Ergebnisse 

der Versuche, zu denen jeweils 10 ccm Glykokollésung und 10 ccm 

Bakteriensuspension dienten, finden sich in Tabelle V verzeichnet. 

Tabelle V. Bestimmung der Kohlensaure bei den Desaminierungs- 
versuchen. 








N-Gehalt Glykokoll-N in °/, Ammoniak-N mg CO, 
der Glykokoll- peate in %/9 des 158 RRR SMG: <5 eR 
lésung gefunden verschwunden Glykokoll-N berechnet | gefunden 
19 mg 81,0 19 2,7 11,0 6,3 
ae ty 59,6 40,4 18,7 24,0 14,8 
26,8 , 83,1 16,9 1,4 14,2 10,0 
. 79,3 20,7 48,0 12,3 11,8 
I = 80,1 19,9 36,0 11,9 12.5 


Die gefundenen Kohlensaurewerte liegen zumeist etwas niedriger 
als die berechneten Werte, was auf eine Verwendung der Aminosaure fiir 
andere Zwecke — offenbar fiir solche der Assimilation — schlieBen laBt. 
DaB die durch Destillation erhaltenen Ammoniakmengen zum Teil 
wesentlich geringer sind als bei den friiheren Versuchen, ist auf die Fort- 
fiihrung eines Teiles des gebildeten Ammoniaks aus dem Reaktions- 
gemisch durch den hindurchgeschickten Luftstrom zuriickzufiihren. 


b) Priifung auf Formaldehyd, Ameisenséure und Methylalkohol. 

Falls es wirklich zu einer Entcarboxylierung der Glyoxylsaure 
kommen wiirde, miiBte Formaldehyd entstehen. 

Versuche, denselben abzufangen, waren von vornherein zum Scheitern 
verurteilt, da ja das Abfangmittel auch mit der Glyoxylsiure reagiert hatte. 
Wir muBten uns daher auf den Versuch eines qualitativen Nachweises 
beschranken, der aber sowohl mit fuchsinschwefliger Séure als auch mittels 
der Reaktion von Hehner ein negatives Ergebnis zeitigte. Da aber méglicher- 
weise der Formaldehyd sofort nach seiner Entstehung in andere Reaktionen 
verwickelt wird und unter diesen vor allem die Oxydation zu Ameisenséure 
bzw. die Reduktion zu Methylalkohol in Betracht kommen, priiften wir 
auch auf die beiden genannten Substanzen, jedoch ebenfalls mit negativem 
Erfolg. 

IV. Enzymatische Versuche. 

In neuerer Zeit gelang es verschiedenen Forschern, wasserlésliche 
Enzympraparate zu gewinnen, die Aminosaéuren und unter diesen auch 
Glykokoll desaminieren, so Krebs! aus Nierenschnitten, Kisch? aus 
tierischen Organpulvern und Grassmann und Bayerle® aus Bliiten von 
Cucurbitaceen, Rosaceen und Campanulaceen. Kisch? und Oppenheimer 
haben fiir die wirksamen Enzyme die Bezeichnung Aminodehydrase 
gepragt. 


1 H. A. Krebs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 191, 1933. —- * B. Kisch, 
Enzymologia 1, 97—-106, 1936. — *° W.Grassmann u. H. Bayerle, diese 
Zeitschr. 268, 220, 1934. 
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Es war fiir uns daher von besonderem Interesse zu versuchen, ob nicht 
auch aus den von uns verwendeten Bakterien Enzymlésungen oder Enzym- 
priparate gewinnbar waren. Zu diesem Zwecke zentrifugierten wir Suspen- 
sionen von Bac. mycoides bzw. Bact. coli und verrieben die gewaschenen 
Bakterien bei der Temperatur der fliissigen Luft mit Quarzsand, 
worauf der erhaltene Zellbrei mit einer Phosphatpufferlésung (py 7,7) und 
einigen Tropfen Toluol durch 6 Stunden geschiittelt wurde. Zwecks Zuriick- 
haltung der gréberen Verunreinigungen kam diese Suspension dann auf ein 
Seitzsches Klarungsfilter und hernach zur Entkeimung auf ein feinporiges 
Membranfilter. Da letzteres von den Sporen des Bac. mycoides eventuell 
hatte durchdrungen werden kénnen, verwendeten wir dreitigige nahezu 
sporenfreie Kulturen dieses Organismus auf einem fliissigen Nahrboden. 
Die durch das Membranfilter hindurchgegangene Lésung wurde dann bei 
30° C auf eine Glykokollésung mit 19,5 mg N wahrend einer Zeit von ! 
4 Tagen einwirken gelassen: weder mit den Ausziigen des Bact. coli noch 
auch mit jenen des Bac. mycoides konnte eine deutliche Desaminierung 
erzielt werden. 

Da es sich im vorliegenden Falle méglicherweise um Desmoenzyme 
handeln kénnte, deren Loslésung von den kolloiden Zellbestandteilen ohne 
Wirkungsverlust unméglich ist, stellten wir von Bac. mycoides Aceton- 
dauerpradparate her, wozu wir wieder Kulturen auf fliissigen Nahrbéden 
verwendeten, nachdem sich gezeigt hatte, daB die auf festen Substraten in 
groBer Menge herangewachsenen Sporen selbst durch eine wiederholte 
Behandlung mit Aceton nicht abzutéten waren. Aber auch mit diesen 
Acetondauerpraparaten von Bac. mycoides lieB sich eine Desaminierung von 
Glykokoll nicht erzielen. 


2 bis 


Zusammenfassung. 

1. Eine Desaminierung des Glykokolls gelang im schwach alkalischen 
Reaktionsbereich mit ruhenden Kulturen von Ps. flworescens, Bac. 
mycoides, Bact. coli und Bact. vulgare. 

2. In Versuchen mit Bac. mycoides und Bact. coli konnte gezeigt 
werden, daB diese Desaminierung bei einem pu von 7,5 bis § am besten 
verlauft, jedoch nur in einer Luft- bzw. Sauerstoffatmosphare, waihrend 
sie in Stickstoff iiberhaupt nur bei Gegenwart von m-Dinitrobenzol 
stattfindet. Es handelt sich demnach um keinen hydrolytischen, sondern 
vielmehr um einen oxydativen Prozeb. 

3. Die erwartungsgemaB als Zwischenprodukt auftretende Glyoxyl- 
siure konnte mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin abgefangen und das 
Hydrazon durch Schmelzpunkt und Farbenreaktionen sichergestellt 
werden. 

4. Die Desaminierung des Glykokolls ist von einer Entcarboxylierung 
begleitet bzw. gefolgt, deren Ausma8B durch quantitative Bestimmung 
des hierbei entstehenden CO, ermittelt wurde. Der Formaldehyd, der 
durch die Entcarboxylierung der Glyoxylséure entstehen sollte, war 
ebensowenig nachzuweisen wie seine mutmaBlichen Umsetzungsprodukte 
Ameisensiure und Methylalkohol. 

5. Eine Desaminierung des Glykokolls durch Enzymprdparate des 
Bac. mycoides und des Bact. coli gelang nicht. 
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Uber die Wiarmeténung 
der Aldolkondensation der Hexose-l-phosphorsaure. 
Von 
0. Meyerhof und W. Sehulz. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1935.) 


Nachdem gezeigt wurde, daB die Zymohexasereaktion! auf dem 
Wege verlauft 
Dioxyacetonphosphat ; 
ppt ‘ _. Dioxyaceton- 
+ Glycerinaldehydphosphat = : 


~ phosphat, ” 


Hexosediphosphat = 


ist es von Wichtigkeit, bei dieser thermodynamisch und _ kinetisch 
interessanten Reaktion die Warmeténung der Teilreaktionen zu kennen. 
Die negative Warmeténung der enzymatischen Spaltung ist, wie 
gezeigt wurde, in Ubereinstimmung mit der van ’t Hoffschen Isochoren- 
gleichung 
In K In K @ | : : 
Ms Lee 2h RE. OF by 
mit dem hohen Temperaturkoeffizienten der Gleichgewichtskonstanten 
verkniipft. Diese steigt zwischen — 7° und -+ 70°C auf das Hundert- 
fache, wobei die Logarithmen der Gleichgewichtskonstanten sich 
geradlinig abhangig von den reziproken absoluten Temperaturen er- 
weisen®. Je nachdem nun, ob ein erheblicher Teil der negativen 
Spaltungswarme auf die Reaktion 


Glycerinaldehydphosphorsiure — Dioxyacetonphosphorsaure 


entfiele oder nicht, miiBte auch diese Reaktion mehr oder weniger 
temperaturabhangig sein, so daB es eventuell gelingen kénnte, durch 
Temperaturanderung das Gleichgewicht im Sinne einer verstarkten 
Bildung von Glycerinaldehydphosphorsaure zu verschieben. Die Lage 
des Gleichgewichts weit nach der Seite der Dioxyacetonphosphorsaure 
hatte es ja bisher verhindert, diese Gleichgewichtskonstante auch nur 
annahernd zu bestimmen und iiberhaupt die Aldotriose als Zwischen- 
produkt der Reaktion nachzuweisen. Auf Grund der in der folgenden 


1 O, Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934. — *O. Meyer- 
hof, K. Lohmann u. Ph. Schuster, ebenda 286, 319, 1936. — *O. Meyerhof u. 
K, Lohmann, ebenda 275, 430, 1935; O. Meyerhof, ebenda 277, 77, 1935. 
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Ubersicht mitgeteilten Literaturdaten konnte man erwarten, daB ein 
ziemlich groBer Teil der Reaktionswirme auf die Isomerisierung der 
Triosephosphorsaure entfiele. Die Energiedifferenz von geléster Fructose 
und geléstem Dioxyaceton ist danach — 101 geal pro g, wahrend als 
Warmeténung der Reaktion Hexosediphosphat — 2-Dioxyacetonphos- 
phat — 78 cal pro g Hexose gefunden wurden. Nach den Daten der 
Tabelle I sollte die Reaktion 


Glycerinaldehyd gel. — Dioxyaceton gel. 


eine Warme von — 58,5 cal pro g besitzen. Da nun die Halfte des 
Hexosemolekiils bei der Zymohexasereaktion diese Umwandlung durch- 
macht, so bestand die Méglichkeit, daB prog Hexoseumsatz etwa — 30 cal 
auf die Umwandlung -von Glycerinaldehydphosphorséure in Dioxy- 
acetonphosphorsaure entfielen. Diese Umwandlungswarme selbst laBt 
sich schwer bestimmen, weil von der synthetischen Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure nur die eine Halfte reagiert und die unbiologische Kom- 
ponente wegen ihrer groBen Unbestandigkeit dabei andere Ver- 
anderungen erleidet (Abspaltung von Phosphat, Kondensation usw.). 
Einfach ist dagegen die Warmeténung der kiirzlich beschriebenen 
,,Aldolasereaktion “‘ 


Glycerinaldehyd 


, me »xose-1-Phosphorsaure 
+ Dioxyacetonphosphorsiure ~ aes sie ante 


zu messen. Aus der Differenz der Waime dieser Reaktion und der Zymo- 
hexasereaktion kann die Warmeténung der Isomerisierung angenahert be- 


rechnet werden. Ferner JaBt sich auch die Warme der Aldolkondensa- 


Tabelle I. Thermochemische “Daten. 





caiman: Lisungs- Literatur 
wiirme wirme — fanned ate 
|| geal pro g | geal pro g Verbrennungswiirme Lésungswarme 
Fructose 3742.0 | —10,7 | Landolt-Bérnstein Kigene Bestimmung 
(Mittel) 
" (3755,0) |, Stohmannu. Langbein 
‘ (3729,0) | | Emery u. Benedict 
Sorbose 8715 — 8,15 | Stohmannu. Langbein, Kigene Bestimmung 
| J. prakt. Chem. 
| 45, 305, 1892 
Glycerin- 3754,3  —41,0 | Neuberg, Hofmann u. Kigene Bestimmung 
aldehyd ||  Kobel, diese Zeitschr. 
| 284, 341, 1931 
Dioxyaceton 8810,3 | — 43,5 || Kobel u. Roth, diese Kobel u. Roth, diese 


|| Zeitschr. 208, 159, Zeitschr. 208, 159, 
1928. 1928. 
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tion der freien Triosen in schwachem Alkali! leicht bestimmen. Aus der 
Differenz der Warmeténung der beiden Reaktionen 


d 4 Glycerinaldehyd -- 1 Sorbose + 1 Fructose 
-™ 4 Dioxyaceton -+ 1 Sorbose + 1 Fructose 


ergibt sich die Warmeténung 


Glycerinaldehyd gel. + Dioxyaceton gel. 


Methoden. 


Die Methode der Warmemessung war die gleiche wie in den voran- 
gehenden Arbeiten®. Das Na-Hexosediphosphat wurde durch Umsatz’ 
von ,,Caleium-Candiolin’ hergestellt®?. Als Dioxyaceton wurde ein kristalli- 
siertes Priparat verwendet, das wir der Freundlichkeit der Herren H. 0. L. 
Fischer und FE. Baer, Basel, verdanken und das nach der Methode von New- 
berg und Hofmann‘ mittels Bacterium suboxydans gewonnen und im Vakuum 
frisch destilliert war. Als Glycerinaldehyd diente einerseits racemischer der 
Schering-Kahlbaum <A.-G., Berlin, zum andern Teil d-Glycerinaldehyd, 
den wir ebenfalls den Herren Fischer und Baer in Basel verdanken und der 
einen Tag vor den Warmemessungen von ihnen prapariert worden war. 

Bei den enzymatischen Versuchen wurde die GréSe des Umsatzes 
bestimmt durch Ermittlung des Schwunds von Hexosediphosphat, Dioxy- 
acetonphosphat und Glycerinaldehyd unter gleichzeitiger Kontrolle der 
Bildung des Ketose-l-Phosphats. Dioxyacetonphosphat wurde mittels 
des alkaliverseifbaren P, Glycerinaldehyd mittels Jodtitration nach Will- 
stdtter und Schudel in der Ausfiihrungsform von Goebel®, Hexosediphosphat 
und Ketose-l-Phosphat auf Grund der Hydrolysenkurven und das letztere 
ferner noch an der optischen Drehung gemessen. Hierbei wurde als spezi- 
fische Drehung [~]}) fiir d-Fructose-l-Phosphat — 56°, fiir das gemischte 
Ketose-l-Phosphat —- 38° benutzt. Diese Werte liegen zwar etwa 10% iiber 
den fiir die reinen Verbindungen gefundenen, stimmen aber mit den un- 
mittelbar in den enteiweiBten enzymatischen Lésungen seinerzeit ® ermittelten 
iiberein. Bei der chemischen Aldolkondensation wurden die Triosen mittels 
des nach 90 Minuten Saurehydrolyse (n HCl, 100°) auftretenden Methy!- 
glyoxals bestimmt’. Dieses entspricht bei Kontrollversuchen 90 bis 95°, 
der theoretisch erwarteten Menge. AuSerdem konnte der Anfangsgehalt 
an freiem Dioxyaceton titriert werden nach der Methode von Campbell’, 
die aber fiir den Umsatz selbst nicht gebraucht werden kann, weil Fructose 
ebenfalls auf Phosphormolybdatlésung anspricht. 


1 E. Fischer u. Tafel, Ber. d. deutsch. Chem. Ges. 20, 1092, 2566, 
3384, 1887; BE. Schmitz, ebenda 46, 2327, 1913; H.O. L. Fischer u. E. Baer, 
Helv. Chim. Acta. 19, 519, 1936. - 20, Meyerhof, E. Lundsgaard u. 
H. Blaschko, diese Zeitschr. 236, 326, 1931; O. Meyerhof u. W. Schulz, 
ebenda 281, 292, 1935. — * Der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elber- 
feld, danken wir wiederum fiir die Uberlassung einer gr6Beren Menge von 
Caleium-Candiolin. 4 Diese Zeitschr. 279, 318, 1935. 5 J. of biol. 
Chem. 72, 801, 1927. — ® Vgl. O. Meyerhof, K. Lohmann u. Ph. Schuster, 
diese Zeitschr. 286, 322f. und 327, 1936. ? Methylglyoxalbestimmung : 
Ariyama, J. of biol. Chem. 77, 359, 1928. 8 Ebenda 67, 59, 1926. 
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Ll. Wdrmeténung der enzymatischen Aldolkondensation. 


] 


A.-CQlwvearinaldehwvd 


Die enzymatischen Versuche wurden so angesetzt, daB 5 bis 

15 Stunden lang dialysierter Enzymextrakt aus Kaninchenmuskeln, 
etwa aufs Dreifache verdiinnt, mit Hexosediphosphat versetzt und in 
den AuBenraum des Kalorimeters gefiillt wurde, wahrend in eine Einsatz- 
pipette von 5 ccm eine konzentrierte Lésung von Glycerinaldehyd ein- 
gefiillt wurde, die zu Beginn des Warmeversuchs ausgeblasen wurde. 
Da die Reaktionswirme Hexosediphosphat — Dioxyacetonphos- 
phat bekannt ist, kann aus den zu Beginn und am Schlu8 vorhandenen 
Mengen Hexosediphosphat und Dioxyacetonphosphat sowie aus dem 
gebildeten Hexose-l-Phosphat die gesuchte Reaktionswirme berechnet 
werden. Sei die Warmeténung der Reaktion 2 Dioxyacetonphosphat 
—~ Hexosediphosphat-= + W,, pro Mol., die der Reaktion 1 Dioxy- 
acetonphosphat + 1 Glycerinaldehyd -- Ketohexose-l-Phosphat 
+ W,; die Aquivalentkonzentrationen des organisch gebundenen 
Phosphats am Anfang des Warmeversuchs P,, (Hexosediphosphat), 
P,, (Dioxyacetonphosphat) und am Schlu8 P',, P;, und P (Keto- 
Wa 


»” 


KRetohexose 


mit 


Ir. 4 bis 


Dir XN acetonphe »sphorsaure 
Versuch 


hexose-l-Phosphat), so ist die gemessene Wiirme (Py — Py) 


Tdel 1s d 


+ Wy. Px, wobei Py = Py — Py + Pp — Py, d-h. ein Teil des Ketose- 
|-Phosphats stammt direkt aus der Umwandlung des in der Vorperiode 
gebildeten Dioxyacetonphosphats, das iibrige aus umgewandeltem 
Hexosediphosphat. Fiir W,, wird -+- 14000 cal baw. pro 1 g Hexose 

+ 78 cal eingesetzt. 


raat 


CT, cer 


racemischem Glycerinaldehvd. 


3 Versuche (Tabelle II, Nr. 1 bis 3) wurden mit rac. Glycerinaldehyd 
und vier Versuche (Tabelle II, Nr. 4 bis 7) mit d-Glycerinaldehyd angestellt. 
In einzelnen Versuchen (Nr. 1, 2, 7) wurde ein gréBerer UberschuB von 
Glycerinaldehyd verwandt, in zwei Versuchen, (Nr. 3 und 6) ein kleiner 
Uberschu8 von Hexosediphosphat. Bei nicht zu groBem Uberschu8 an 
Glycerinaldehyd stimmt der Verbrauch desselben mit der Bildung des 
Ketose-l-Phosphats recht gut iiberein, dagegen ist bei groBem Uberschul 
wie in den kiirzlich mitgeteilten Versuchen der Verbrauch gréBer. Der 
Berechnung wird das Mittel der Werte aus der spezifischen Drehung und 
der Hydrolysenkurve zugrunde gelegt. 

Wie man sieht, sind die pro g synthetisierter Ketohexose gefundenen 
Kalorien in allen Fallen nahezu gleich, insbesondere ist zwischen der 
Synthese aus racemischem Glycerinaldehyd, wo zur Halfte Sorbose- 
phosphat und Fructosephosphat entstehen, und aus d-Glycerinaldehyd, 
wo nur letzteres entsteht, kein deutlicher Unterschied (im Mittel 4 cal 
pro g Hexose, wihrend auf Grund der Verbrennungswarme der freien 
Zucker eine Differenz von 15 cal erwartet werden konnte). Wird die nega- 
tive Spaltungswiirme Hexosediphosphat — Dioxyacetonphosphat hinzu- 
gerechnet, so erhalt man pro Mol 14400 cal oder etwa 80 cal pro g Hexose 
fiir die Kondensation von Dioxyacetonphosphorsaure -+- Glycerinaldehyd. 
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Il. Aldolkondensation der freien Triosen. 


Auf Grund der thermochemischen Daten sollte die Reaktion 
2 Dioxyaceton -+ Fructose + 10l cal pro g ergeben, diejenige von 


2 Dioxyaceton -» Sorbose 130 cal, der wirkliche Verlauf 2 Dioxyaceton 
+ 1/, Fructose + '/, Sorbose 115 cal. Gefunden werden 106 cal. fiir 
diese Reaktion. Dabei liegt die Annahme nahe, da8 die Verbrennungs- 
warme der Sorbose sich nicht um 30 cal von der der Fructose unter- 
scheidet. Nimmt man sie zu 3735 cal pro g an, so wiirden gefundener 
und berechneter Wert fiir die Aldolkondensation iibereinstimmen. 
Ebenso berechnet sich fiir 2 Glycerinaldehyd gel. ~ Fructose gel. 
+ 42 cal und fiir 2 Glycerinaldehyd — 1/, Fructose + 1/, Sorbose 57 cal. 
Danach miiBte die Kondensationswarme des Glycerinaldehyds 60 cal 
kleiner sein als die des Dioxyacetons. Gefunden wird dagegen nur eine 
Differenz von 25 cal. 

Da der Umsatz durch Einblasen von alkalischer Phosphatlésung in 
verdiinnte Trioselésung eingeleitet wird, so muB die Verdiinnungswirme 
der Phosphatlésung auf Grund von Kontrollmessungen abgezogen werden 
bzw., da sie negativ ist, ihr absohuter Betrag hinzuaddiert werden. Aus- 
gangszustand ist dann Triose in neutraler Lésung, Endzustand Hexose 
in alkalischer Phosphatlésung. Das bedingt aber keinen Fehler, weil bei 
Verdiinnung des Phosphats mit einer Fructoselésung sich dieselbe Warme 
ergibt wie mit reinem Wasser. Der Ubergang der Triosen von neutraler 
in alkalische Lésung ist aber wahrscheinlich nicht warmefrei, jedenfalls 
ist die negative Warme bei Verdiinnen des Phosphats mit Dioxyacetonlésung 
kleiner als mit Wasser und mit Glycerinaldehydlésung. Da die Isomerisierung 
und Kondensation aber sofort einsetzen, ist diese Differenz schlecht zu 
bestimmen. Sie braucht auch nicht beriicksichtigt zu werden, wenn die 
Rechnung fiir den Umsatz in neutraler Lésung durchgefiihrt wird, andern- 
falls wiirde der Unterschied der Kondensationswirmen von Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton noch kleiner werden. Zum Vergleich wurde auch die 
Kondensation von Dioxyaceton + Glycerinaldehyd — 1/, Fructose + '/, Sor- 
bose bestimmt, die, wie schon Fischer und Baer fanden, erheblich rascher 
verliuft, weil hier die vorhergehende Isomerisierung wegfallt. Die Warme 
liegt genau in der Mitte (Tabelle III, Versuch Nr. 5 bis 7). Wahrend die 
neutrale oder ganz schwach angesdiuerte Lésung der Triosen in den Haupt- 
raum des Kalorimeters gefiillt wurde, enthielt die Pipette 5 cem Phosphat- 
lésung. Zu einigen Versuchen diente m/2 Phosphat aus 2 Teilen Na,PO, 
und 1 Teil Na, HPO,, zu einigen andern reine m/3 Na,PO,-Lésung. Zur 
Beendigung des Umsatzes wurde die Lésung mit Salzsaiure sechwach an- 
gesiuert. Mit d-Glycerinaldehyd war keine andere Wiarme als mit rac. 
Glycerinaldehyd zu erwarten, weil in beiden Fallen die Endprodukte aus 
Fructose und Sorbose bestehen'. Durch Gérungsmessung wurde kon- 
trolliert, ob die erwartete Menge d-Fructose entstanden war. 


Die Abweichung der Kondensationswirme des Glycerinaldehyds 
von der aus der Verbrennungswarme berechneten ist nicht auf die 
langsame Depolymerisation des Glycerinaldehyds in Lésung zuriick- 


' H.O. L. Fischer u. E. Baer, a.a. O. 
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Warmeténung der Aldolkondensation der Hexose-l-phosphorsaure. 


zufihren!. Die Verbrennungswarme 
ist mit  kristallisiertem bimole- 
kularen Glycerinaldehyd bestimmt 
worden®. Wird der  Glycerin- 
aldehyd heiB gelést, wie es fiir 
die hier mitgeteilten Warmever- 
suche geschah, so betrigt die Ge- 
frierpunktserniedrigung 80° der 
fiir monomolekulare Auflésung be- 
rechneten. Es sind dann also 60 
Teile monomolekular und 40 Teile 
bimolekular, und dieser Wert andert 
sich wahrend mehrerer Tage nicht 
mehr. Bei Auflésen in der Kalte 
betragt die Gefrierpunktserniedri- 
gung am Anfang 55% der mono- 
molekularen. Die Lésung_ besteht 
dann also zu 90% aus bimolekularer 
Triose. Innerhalb von 2 bis 3 Tagen 
erreicht der Gefrierpunkt annahernd 
den Wert der heiB gelésten Triose, 
in dem hierbei noch etwa 40% in 
monomolekulare Form iibergehen. 
Die negative Warmeténung, die 
innerhalb 48 Stunden auftrat, war 
aber auBerst gering und betrug 
nicht mehr als etwa — 2 cal pro g, 
was fir totale Depolymerisation 
— 5cal ergibe. 


Diskussion. 


Der Umstand, daB die Wairme 
der Reaktion Glycerinaldehyd + Di- 
oxyacetonphosphorséure -» Fruc- 
tose-l-Phosphorsiure etwa gleich 
ist derjenigen von 2 Dioxyaceton- 
phosphorsaure > Hexosediphosphor- 
saure, bedeutet nicht notwendig, 
daB dies auch genau die Warme der 


1 Vgl. A. Wohl, Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 31, 2395, 1898. — 2 Vgl. 
Neuberg, Hofmann u. Kobel, a. a. O. 


Chemische Aldolkondensation der Ketohexosen. 


Tabelle III. 
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31,6 
33,7 
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+0 
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5 


4Std. 40 Min. 


293 
324 
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‘ 
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49 
30,6 
32 


2 
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38,5 
56 


xz 


24.6 
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+ 0,078 
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+ 0,043 


+ 0,339 
+ 0,351 
502 


+ 0, 


” 


40 


S199 
ZS t-t 
Von Roe le) 





93 


* d-Glycerinaldehyd 








94 O. Meverhof u. W. Schulz: 


Reaktion Glycerinaldehydphosphorsaure + Dioxyacetonphosphorsaure 
- Hexosediphosphorsaure sein mub. Da die Aldolkondensation aus 
freiem Dioxyaceton zu Fructose pro g Hexose eine um 20 cal gréBere 
Warmeténung hat als die Kondensation von Dioxyacetonphosphorsaéure 
zu Hexosediphosphorsdure (wenn man die Verbrennungswaétme der 
Sorbose wie oben angegeben korrigiert und das Ergebnis der Versuche 
von Tabelle II] zugrunde legt), so kann man annehmen, daB ein ahnlicher 
Unterschied auch zwischen der phosphorylierten und nicht phosphory- 
lierten Aldotriose besteht. Tatsachlich ist ja die Kondensationswarme 
Dioxyaceton + Glycerinaldehyd 1/, Sorbose +- 1/, Fructose 89 cal 
pro g, diejenige der Aldolasereaktion (‘Tabelle LI) etwa 82 cal, und zwar 
sowohl wenn nur Fructose-]-Phosphat als wenn auch Sorbose-l-Phosphat 
entsteht (der Unterschied von 4 cal im Mittel liegt in der Fehlergrenze). 
So kénnte auch die Warme der Kondensation, ausgehend von Glycerin- 
aldehydphosphorsaure, um etwa 8 bis 10 cal pro g Hexose kleiner sein 
als die aus Glycerinaldehyd und wiirde dann etwa 72 cal pro g Hexose 
bzw. 12600 bis 13000 cal pro Mol betragen. Das ware gegen 1000 cal 
Differenz gegeniiber der Zymohexasereaktion und entfiele auf die Iso- 
merisierung Glycerinaldehydphosphorséure —- Dioxyacetonphosphor- 
sdure. Eine mégliche Warmeténung von diesem Umfang wiirde aber 
nach der Isochorengleichung nur ein Ansteigen von A, ums 1,4fache 
zwischen 0 und 60°C bedingen. Das stimmt mit der Beobachtung iiberein, 
daB in diesem Temperaturintervall der Anteil der Glycerinaldehyd- 
phosphorséure in Gleichgewichtsansatzen sich nicht erkennbar andert. 
Von den beiden analogen Reaktionen d-Glycerinaldehyd + Dioxy- 
acetonphosphorséure =: Fructose-l-Phosphorsiure und d-Glycerin- 
aldehydphosphorsiure + Dioxyaceton = Fructose-6-Phosphorsaure 
laBt sich nur die erstere enzymatisch verwirklichen. Diese unterscheidet 
sich wieder von der Zymohexasereaktion darin, daB das Gleichgewicht 
ganz nach der Seite des Hexoseesters verschoben ist, so sehr, daB diese 
Kondensation in der vorhergehenden Arbeit als irreversibel ange- 
sprochen wurde!. Dies ist, wie neue Versuche zeigen, nicht genau zu- 
treffend, da durch Abfangen mit Bisulfit Dioxyacetonphosphat und 
Glycerinaldehyd in Gegenwart von Aldolase langsam aus Fructose- 
|-Phosphat erhalten werden kénnen. Jedenfalls liegt aber das Gleich- 
gewicht viel mehr nach der Seite des Hexoseesters als bei der Konden- 
sation von Glycerinaldehydphosphorsaure + Dioxyacetonphosphor- 
saure. Das diirfte aber fiir die Warmeténung der fraglichen Reaktionen 
nicht von wesentlicher Bedeutung sein. 
Die Kinetik der Zymohexasereaktion folgt wahrend des Haupt- 
teiles des Umsatzes beiderseits einer monomolekularen Geschwindigkeits- 
konstanten?. Daraus folgt, daB fiir den Umsatz bis zum Gleichgewicht 


' O. Meyerhof, K. Lohmann u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 286, ins 
bes. 329 u. 335, 1936. 2 O. Meyerhof, ebenda 277, 77, 1935. 
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keine einheitliche Reaktionskonstante giltig sein kann, da dieses ja 
einem (bimolekularen) Dissoziationsgleichgewicht entspricht'. Zu den 
bereits friiher in Betracht gezogenen Zwischenreaktionen kommt nun 
noch die Reaktion Dioxyacetonphosphorsiure = Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure hinzu. Unmittelbar kann sie allerdings nicht zur Er- 
klarung des monomolekular verlaufenden Reaktionsabschnittes dienen, 
denn fiir die Berechnung der Reaktionskonstanten ist ja das gesamte 
Triosephosphat im Verhaltnis zum Hexosediphosphat beriicksichtigt, 
so daB es dafiir gleichgiltig ist, wieviel davon auf Dioxyaceton und 
Glycerinaldehyd entfallt. Aber ein mittelbarer EinfluB auf die Geschwin- 
digkeit muB sich geltend machen. Die Umwandlung von Glycerin- 
aldehydphosphorséure in Dioxyacetonphosphorséure geschieht sehr 
viel rascher als diejenige von Dioxyacetonphosphorsdure in Hexose- 
diphosphorsaure? und entsprechend auch als die von Hexosediphosphor- 
siure in Dioxyacetonphosphorsaéure. Bei der Aufspaltung des Hexose- 
esters wird also die Glycerinaldehydkomponente rasch entfernt unter 
Erhéhung der Dioxyacetonkomponente; umgekehrt bei der Synthese 
mu8 die Umwandlung von Dioxyacetonphosphorsaure in Glycerin- 
aldehydphosphorséure wegen der Lage des Gleichgewichts langsamer 
verlaufen und die Konzentration der Glycerinaldehydphosphorsaure 
daher zunachst noch hinter der Gleichgewichtskonzentration zuriick- 
bleiben. Hieraus folgt, daB jedenfalls die Synthese gegeniiber der 
bimolekular berechneten Reaktionsgeschwindigkeit verzégert wird. 
Dies wird tatsachlich beobachtet, indem ja die Synthese in ihrem Haupt- 
teil eben einer monomolekularen Reaktionskonstanten gehorcht*. Ob nun 
dies allein durch die Isomerierungsreaktion bedingt ist, indem eben die 
monomolekulare Reaktion die Nachlieferung der Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure aus Dioxyacetonphosphorséure ware, kann wohl nur 
entschieden werden, wenn die Geschwindigkeits- und Gleichgewichts- 
konstanten dieser Reaktion besser bekannt sein werden. 

Andererseits kann man aus der geringen Warmeténung der Iso- 
merisierungsreaktion und der GréBe ihrer Gleichgewichtskonstante 


CDioxph. 


4 9 
kK (Triose) - 20 


CGlye. Ph. 


schlieBen, daB es keinen groBen Fehler bedingt, fiir die thermodyna- 


! Die in der friiheren Arbeit benutzte Ausdruckweise, dali die ge- 
schwindigkeitsbestimmende Reaktion in beiden Richtungen monomole- 
kular verliefe, ist, worauf uns Herr M. Polanyi, Manchester, freundlichst 
aufmerksam machte, ungenau und miB®verstandlich. Der Umstand, dal 
noch bei etwa 80° Umsatz von beiden Seiten die monomolekularen Ge- 
schwindigkeitskonstanten gelten, zeigt nur, dafi selbst in diesem Bereich 
die das Gleichgewicht bestimmenden Reaktionskonstanten noch nicht in 
Erscheinung treten. 2 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 279, 
40, 1935. 3 Vgl. O. Meyerhof, ebenda, 277, insbes. 93, Abb. 5 und 6. 
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Chi 

. , Jioxph. ° ° 
mische Berechnung K, = ?°*°" zu setzen, wie es bisher geschah, 
Hex. 


Trioseph. bestimmt wird. 


wahrend tatsachlich 
Hex. 

Wenn im Gleichgewicht bei allen Temperaturen das Glycerin- 
aldehydphosphat denselben Bruchteil des Triosephosphats ausmacht, 
so sind zwar die K ,-Werte etwas kleiner als aus den MeBdaten berechnet, 
aber um einen annahernd konstanten Faktor. Erst bei Uberlegungen, 
die iiber die jetzige MeBgenauigkeit hinausgehen, wiirde der Umstand, 
da die Isomerisierungsreaktion vielleicht eine kleine Warmeténung 
besitzt, fiir die Lage der Gleichgewichte beriicksichtigt werden miissen 
und kénnte dann vielleicht fiir die Abweichungen zwischen den thermo- 
dynamisch berechneten und den gefundenen Werten der Isochore, 
fiir den Gang der K-Werte mit der Substratkonzentration und ahnliches, 


mit verantwortlich sein. 
Zusammenfassung. 


In der Arbeit wird die Warmeténung der enzymatischen Aldol- 
kondensation: Glycerinaldehyd + Dioxyacetonphosphorsiure — Hexose- 
|-Phosphorsdure und die der chemischen Aldolkondensation der freien 
Triosen gemessen. Die erstere ergibt sich im Mittel zu 15000 geal 
pro Mol (82 geal pro g Hexose) sowohl fiir die Synthese von Fructose- 
1-Phosphat als fiir das Gemisch d-Fructose-l-Phosphat und d-Sorbose- 
1-Phosphat. Die Warme der chemischen Aldolkondensation ergibt sich 
fiir die Kondensation aus Glycerinaldehyd zu 14500 cal (81 cal pro g) 
und zu 19000 cal (106 cal pro g) fiir die Kondensation aus Dioxyaceton. 
Der Unterschied von 25 cal ist erheblich geringer als aus den Ver- 
brennungswarmen abzuleiten ist. Da die Synthese von Hexose-1-Phos- 
phat nach obiger Gleichung fast genau der friiher bestimmten fiir die 
Synthese von Hexosediphosphat aus 2 Mol Dioxyacetonphosphat 
(14000 cal pro Mol) entspricht, so folgt, daB die hierbei als Intermediar- 
reaktion nachgewiesene Isomerisierung: Dioxyacetonphosphorsaure 
= Glycerinaldehydphosphorséure annahernd thermoneutral ist. 
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Untersuchungen iiber die Existenz der Carboligase. 
Von 
Yukio Tomiyasu. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen 
Kiushu-Universitaét in Fukuoka, Japan.) 


(Hingegangen am 24. September 1936.) 


Carboligatische Wirkungen wurden, wie bekannt, zuerst 1921 
von Neuberg und Hirsch (10)entdeckt. Newberg und Hirsch (5), v. May (13), 
Ohle (12), Inebermann (11), Reinfurth (14), Gorr (15), Rosenthal (16), 
Behrens und Iwanoff (1) haben carboligatische Wirkungen in ober- 
und untergirigen Hefen, deren Trockenpraparaten und Mazerations- 
siften gefunden. Kiirzlich konnten Stepanow und Kusin (20) aus solchen 
Materialien aktive Trockenpraparate erhalten. Sie hielten die gefundene 
Reaktion fiir eine enzymatische Synthese, 1. weil ein optisch aktives 
Produkt gebildet wird, 2. weil der Vorgang auch im zellfreien Hefe- 
praparat ablauft. 


Newberg und seine Mitarbeiter (10) (14) haben gezeigt, daB die 
Garung mit Mazerationssaft immer das racemische Carbinol produziert. 
Warum bei der Vergérung der Brenztraubensdure mit frischer Hefe 
optisch aktives, mit Mazerationssaft aber racemische; Acetoin entsteht, 
ist noch nicht geklart. Neuerdings konnte Dirscherl (2) beweisen, dab 
bei der photochemischen bzw. chemischen Decarboxylierung von Brenz- 
traubensdure immer Acetoin auftritt; so kam er zu der Annahme, dab 
die Entstehung des Acetoins eine Folge der Brenztraubensaure- 
spaltung ohne irgendein weiteres Agens sei. Diese Auffassung wird 
durch Langenbeck (7) (8) unterstiitzt. Andererseits brachten Stepanow 
und Kusin (19) sowie Hofmann (6) weitere Beweise fiir die Existenz 
der Carboligase. Die Enzymtheorie ist also noch umstritten. 


Im Jahre 1928 veréffentlichte ich (21) einen Versuch iiber die 
Acetoinbildung der Mikroorganismen. 40 Stémme Bakterien, 30 Stamme 
Hefen und 15 Stamme Schimmelpilze, die ich fiir die Versuche benutzte, 
erzeugten ausnahmslos Acetoin oder 2, 3-Butylenglykol oder beides 
zusammen. Diese Tatsache bewies die Bedeutsamkeit der Acyloin- 
kondensation fiir den Mikrobenstoffwechsel. Gleichzeitig erérterte 
ich die Frage, ob der Vorgang der Acetoinbildung nicht nur enzymatisch, 
sondern auch rein chemisch, namlich durch die spezifische Wirksamkeit 
des nascierenden Acetaldehyds, vor sich gehen kénne. Zur Klarung 
dieser Frage versuchte ich nascierenden Acetaldehyd, welchen ich durch 
Oxydation von Athylalkohol mittels aktiver Kohle erhielt, durch spontane 
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Kondensation in Acetoin zu iiberfiihren. Aber die Ergebnisse waren 
nicht befriedigend. 


Es ist zu entscheiden, ob die Bildung von Acyloin einem besonderen 
Enzym zuzuschreiben ist, oder ob Acetaldehyd in statu nascendi sich 
mit einem zugefiigten oder bereits angereicherten und _ stabilisierten 
Aldehyd freiwillig kondensiert. Da nascierender Acetaldehyd bisher 
als fast unentbehrlich fiir die carboligatische Wirkung betrachtet worden 
ist, so pflegt man stets die Brenztraubensaure als Substrat zu benutzen. 
Aber gerade hierdurch entstehen Schwierigkeiten. 


Es schien erwiinscht, die carboligatische Synthese ohne voran- 
gehende carboxylatische Spaltung verlaufen zu lassen. Durch meine 
mehrfach wiederholten Versuche wurde dieses Ziel erreicht. Ich konnte 
stets optisch aktives Acetoin aus fertigem Acetaldehyd, dem einzigen 
Substrat, mittels glykogenfreier Hefe, Trockenhefe, Zymin sowie 
Mazerationssaft in relativ kurzer Zeit (etwa 20 Stunden) in ziemlich guter 
Ausbeute gewinnen. 


Die folgenden zwei Tatsachen scheinen mir entschieden fiir das 
Vorhandensein eines kohlenstoffkettenverkniipfenden Ferments 
Carboligase — zu sprechen: 1. die Acetoinbildung ist mit Brenztrauben- 
saurespaltung nicht gekoppelt, d. h. nascierender Acetaldehyd ist nicht 
notig fiir die Acetoinsynthese, 2. es entsteht in allen Fallen ein optisch 
aktives Acetoin. 


Experimenteller Teil. ° 


A. Material, Substrate und Bestimmungsmethoden. 


Darstellung glykogenfreier Hefe erfolgte nach Neuberg und Simon (17). 
Nach mehr als zwélfstiindiger Aufbewahrung der Hefe in Wasser bei 
37°C zentrifugiert man die Hefe und wascht griindlich mit kaltem 
Wasser aus. Man mu nachpriifen, ob die Hefe keine Selbstgérung mehr 
aufweist. 


Trockenhefe: Aus Bierhefe nach gewéhnlichem Verfahren. Getrocknet 
auf Ton und | Monat im Exsikkator aufbewanrt. 


Zymin: Acetondauerpraéparat von Bierhefe. 


Mazerationssaft: Man mazeriert Trockenbierhefe 2 Stunden lang bei 
35° C und filtriert durch Papierfilter im Kiihlschrank. 


Heferasse: Bierhefe (Asahi Bierbrauerei zu Fukuoka), Saccharomyces 
Saké, Zygosacch. major, Schizosaccharomyces octosporus, Schizosaccharo- 
myces japonicus. 


Garansatze: Immer 10° Frischhefe in der Fliissigkeit. Acetaldehyd 
(Merck oder Kahlbaum). Die Konzentration betrigt 1 bis 3%. Phosphat- 
puffer py = 6,2. 40 bis 50cem Versuchsfliissigkeit werden mit der ent- 
sprechendenMenge Hefe im 100-cem-Erlenme yer-Kolben mit Korkstépsel etwa 
20 Stunden lang bei 30° oder 37°C im Brutschrank in Gegenwart von 
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0,5 bis 1% Toluol stehengelassen. Chloroform verhindert die Acetoinbildung 
bedeutend. Die Versuchsdauer ist sehr wichtig. Das Optimum liegt bei 
20 bis 24 Stunden (siehe unten). 


Bestimmung des Acetoins: Das Gargut wird im Vakuum destilliert 
(40°C, 25 mm), im Destillat die optische Drehung gemessen und dann das 
Acetoin bestimmt. Nach meinem Versuch hat dieses Destillat fast dieselbe 
Acetoinkonzentration wie das Ausgangsgargut. Bestimmung des Acetoins 
als Nickeldimethylglyoxim (Lemoigne—-Kluyver—v. Niel—Dirscherl). Zur 
Bestimmung wurden meistens 20 cem Fliissigkeit mit 15 cem 20°,igem 
Ferrichlorid auf dem Drahtnetz so langsam destilliert, daB nach ungefahr 
45 Minuten *°/,; der Fliissigkeit (etwa 20 cem) iibergegangen waren. Die 
Probemenge wurde so gewahlt, daB man méglichst etwa 30 bis 50 mg Nickel- 
dimethylglyoxim erhalten konnte. Es wurde in einen Kolben iiberdestilliert, 
in welchen zuvor 2cem 20°%ige salzsaure Hydroxylaminlésung, 5 cem 
20% iges Natriumacetat und 2ccm 10° ige Nickelchloridlésung gegeben 
worden waren, und bei Zimmertemperatur iiber Nacht stehengelassen. 
Das ausgeschiedene Nickeldimethylglyoxim wurde auf einem gewogenen 
Glasfiltertiegel abgesaugt, mit Wasser gewaschen und bei 110°C bis zur 
Konstanz getrocknet. Nach meinen Versuchen mit dimerem Acetoin betrug 
die Ausbeute etwa 85°, der Theorie, was mit der Angabe von Dirscherl (2) 
iibereinstimmt. Diese Zahl wurde also zur Berechnung der wahren Acetoin- 
menge beriicksichtigt und der gefundene Wert mit 1,18 multipliziert, d.h. 
Acetoin = Nickeldimethylglyoxim - 0,61 - 1,18. 

Messung des Drehungsvermégens: Die optische Drehung wurde im 
Destillat im 4-dm-Rohr beobachtet und [«]p wie folgt berechnet: 


a-100 


Gin = 4 
Ip % Acetoin: 4 


Im mehrfach wiederholten Kontrollversuch konnte niemals eine Spur 
von Acetoin nachgewiesen werden (Tabelle I). 


Tabelle I. 





Nr. Versuchsfliissigkeit Versuchsdauer Acetoinreaktion 


Sasa epentonannans a —=— ae 


: 3% Acetaldehyd in Phosphatpuffer- 


TOOT. 6k 6 ns 8 ene & oe se « | a ROEOU C negativ 
2 3°, Acetaldehyd in Phosphatpuffer- 

eS et ERY SOF So ee a = 
3 || 3% Acetaldehyd mit hitzegetéteter 

BierpreBhefe (10 Min. bei 80°Cerhitzt) 24 , , 37 . 
4 1% Acetaldehyd mit hitzegetéteter 

Bier-PreShefe (5 Min. bei 90° Cerhitzt) |22 , , 37 . 
5 Phosphatpuffer mit Frischbierhefe (ohne | 

PRMIUBUEDD 5. 5-0 8s. oe a ks. ie = BD pe 
6 Phosphatpuffer mit  glykogenfreier 

Frischbierhefe (ohne Acetaldehyd) 42 , , 30 ' 


Bemerkung: Nach den bisherigen Erfahrungen scheint es unmdglich, 
daB Acetoin aus fertigem Acetaldehyd allein entsteht. Harden und Norris (4) 
sowie Neuberg und Simon (17) haben bekanntlich analoge Versuche erfolglos 
angestellt, aber die Versuchsbedingungen waren von den meinigen ziemlich 


7* 
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verschieden. Hatten sie das Acetoin in viel kiirzerer Versuchsdauer be- 
stimmt, so wiirden sie héchstwahrscheinlich ahnliche Resultate wie ich 
erhalten haben. Bei Versuchen mit Hefepraiparat erreicht nach Stepanow 
und Kusin (20) die Acetoinmenge ihr Maximum in 24 Stunden, sodann 
verschwindet das Acetoin wieder nach und nach. Es ist also selbst- 
verstandlich, das bei langerer Dauer (etwa 10 Tage oder mehr) das gebildete 
Acetoin durch lebende Zellen wieder verbraucht wird. Elion (3) halt die 
Anwesenheit von nascierendem Acetaldehyd nicht fiir notwendig; aber 
seine Versuche scheinen mir nicht einwandfrei, weil er mit PreBhefe ohne 
Beriicksichtigung des Glykogengehalts gearbeitet hat. Mit kohlenhydrat- 
haltiger PreBhefe hatte Newberg friiher auch Acetoin erhalten. 


B. Versuchsergebnisse. 


Versuch 1. Mit glykogenfreier und glykogenhaltiger Frischbierhefe. 
Vorbereitung zur Beseitigung von Glykogen: 12 Stunden lang Selbstgérung 
bei 37°C, Ansatz: 50eem. Versuchsdauer: 12 Stunden bei 30° C, 0,5 °% Toluol. 





Nr. Substrat Hefe Acetoinreaktion 
1 3% Acetaldehyd ... Le Pea glykogenfrei positiv 

2 3% * o eee «© ole + « |glykogenbaltig | stark 

3 5% Glucose ........... | glykogenfrei | negativ 

4 5% cee eee 6 betes 1 | ee 

5 5% ; + 3°, Acetaldehyd, .  glykogenfrei | stark 

6 ai% + 3% ‘ a glykogenhaltig | sehr stark 


‘ 


Versuch 2. Mit glykogenfreier Bierhefe. Vorbereitung: 20 Stunder 
bei 37°C, Ansatz: 40 cem. Versuchsdauer: 24 Stunden bei 37°C. 





Nr. Substrat Acetoinreaktion 
1° 1% Acetaldehyd ......67.. positiv 

2 8% m nea Sean eats te * 

3 10 %, Glueose + 3% Acetaldehyd . . stark 

4 10% ‘s petreahanladys Wants Geile. ts negativ 


Versuch 3. Mit Saccharomyces Saké und Zygosaccharomyces 
major. (Zygosaccharomyces major ist ein ausgezeichneter Acetoinbildner-. ) 
Beseitigung des Glykogens: 15 Stunden bei 37° C. Ansatz: 40 cem. Versuchs 
dauer: 22 Stunden bei 37°C. 





Nr. Substrat Hefe Acetoinreaktion 
1 5°, Glucose + 3°, Acetaldehyd . | Secibndiecoes stark 

2 3°, Acetaldehyd . Pare bigel ts : Saké - Ae a. 

3 yh, RMN, 62055 gos oc circ Se aiid | negativ 

4 5%, i + 3% Acetaldehyd | Zygo- | positiv 

5 3%, Acetaldehyd . Te ea hs ee saccharomyces| Spur- 

6 5% Glucose . | major negativ 
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Versuch 4. Mit Schizosaccharomyces optosporus und Schizosaccharo- 
myces japonicus. (Schizosaccharomyces ist als glykogenarme Hefe_ be- 
kannt.) Beseitigung des Glykogens: 20 Stunden bei 37°C. Ansatz: 30 cem. 
Versuchsdauer: 24 Stunden bei 30° C. 





Nr. Substrat Hefe Acetoinreaktion 
1 5% Glucose + 3°% Acetaldehyd \ Schizosacch. positiv 

2 i 3 0/ Acetaldehyd «ie gate lw 4 SRO - 

3 10° Glucose + 3% Acetaldehyd . . | Schizosacch. Spur 

4 3°, Acetaldehyd | octosporus i 


Versuch 5. Mit glykogenfreier Bierhefe. Selbstgarung: 1S Stunden 
bei 37°C. Ansatz: 40 cem. Versuchsdauer: 20 Stunden bei 37° ¢ 





Gebildete 
Nr. Substrat Acetoinmenge 
o/, im Giargut 
1 3°, Acetaldehyd (ohne eso Ethane 0.1646 
2 8% © (4.9 nah 0,0864 
3 5%, Glucose + 3°, Hectalisksd - 0,5668 
4 5% £ (kraftige Liiftung) ... 0,0024 


In oben beschriebenen vorlaufigen Versuchen wurde das Acetoin direkt 
im Gargut bestimmt. 

Versuch 6. Mit glykogenfreier Bierhefe. Selbstgairung: 15 Stunden 
bei 37°C. Ansatz: 100 cem. Versuchsdauer : 24 Stunden bei 30° C, Toluol 1°. 





Probe- Gewicht des Acetoin 
Nr. Substrat menge Nickelsalzes —— ee 
ecm mg "lo & [@] Wh 
! 
2,5% Acetaldehyd. ..... 20 32,0 0.1151 —018 | — 39,1 
2 || 2.5% ss + 5°, Glucose 5 52,5 0,7567 — 1,23 — 40,6 


Versuch 7. Mit glykogenfreier Bierhefe. Selbstgérung: 20 Stunden 
bei 37° C und 30 Tage im Kiihlschrank. Autolysegeruch ziemlich deutlich. 
Ansatz: 100 cem. Versuchsdauer: 42 Stunden bei 30° C, Toluol 1%. 





Probe- Gewicht des Acetoin 
\r. | Substrat menge Nickelsalzes — 
ecm mg %o @ \@|p 
1 | 5°, Glucose + 3% Acetaldehyd 10 46,5 0.3347 | — 0,55 41,08 
213% dynes ote ‘ea ae ; 25 5,3 0,0153 — 0,04 (— 65,3) 
81% be arabe a 49 20,5 0,0301 — 0,08 (— 64,9) 


Versuch 8. Mit Troe -kenbierhefe. Ansatz: 50 cem, Trockenhefe 3 g. 
Versuchsdauer: 20 Stunden bei 30° C. 





Probe- Gewicht des Acetoin 
Nr. Substrat menge Nickelsalzes 
cem mg 9% & «lp 
1 5% Glucose + 3%, Acetaldehyd 
(1% Toluol) . . 5 495 0,7126 1,17 41,05 
216% Glucose - 3% Ace taldehyd 
(ES 4, Chloroform) er. ae 10 76,7 0.5521 ,— 0,97 — 43,92 
313% Avetaldehya § % Toluol) . 10 28,8 0.2069 — 0,32 — 38,66 
4 30), is ¥% Chloroform) 31,8 11,0 0.0249 unklar ? 


Zusatz von aeen beeintrachtigte stark die Acetoinbildung. 
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Versuch 9. Mit Zymin. Ansatz: 50 cem, Zymin: 2 g. Versuchsdauer : 
20 Stunden bei 30°C. 














Probe- | Gewicht des} Acetoin 
Nr. Substrat menge | Nickelsalzes | = 
ecm mg 90 a {«|p 
1} 1 % Acetaldehyd ......|| 35 18,8 0,0886 — 0,07 — 45,34 
2 11 0,5% - Re fe egy 9,8 0,0201 | — 0,03 | — 37,50 
31 0,1% n piles wy, ki 0,7 0,0017 0 0 
411% " (0,5°% Toluol) | 40 15,2 0,0274 — 0,05 | — 45,62 
5 || 0.5% a (0.5% , )i 898 8,3 0,0152 unklar 
6 | 0,1% > O07 « th a 0,7 0,0014 0 0 
7 5 % Glucose + 1% Acetaldehyd 
(0.6%, Telaol). . . .<t oO 88,5 0.1633 — 0,29 — 44,40 
Versuch 10. Mit Mazerationssaft. Garansatz: 45 ccm Fliissigkeit 
+ 5eem Saft. Versuchsdauer: 20 Stunden lang bei 30°C, Toluol 0,5 °%. 
Probe- |Gewicht des Acetoin 
Nr. Substrat | menge | Nickelsalzes || — mame ka 
cem | mg 99 a ab) 
1 1% Acetaldehyd +5% Glucose 20 34,5 0;1242 — 0,20 — 40,26 
211% ' (ohne oN Oe 5,7 0,0111 —0,02 — 45,05 


Versuch 11. Mit Mazerationssaft. Géransatz: 40 cem Saft + 10 cem 
aldehydhaltiger Phosphatpuffer. Versuchsdauer: 24 Stunden bei 30°C. 





Probe- | Gewicht des Acetoin 

Nr. Substrat menge | Nickelsalzes |—_—__-_—- “tamer wipes 
ecm | mg %o a le) 
: - z 

1 || 3% Acetaldehyd ......i| 832 | 26,4 0,0594 —0,11 — 46,19 

2.1% 12... | 84 | 120 10,0258 | — 0,04) — 39,51 


Zusammenfassung. 


Da nascierender Acetaldehyd bisher als fast unentbehrlich fiir die 
carboligatische Wirkung betrachtet worden ist, wird stets Brenz- 
traubensdure oder Zucker als Substrat verwendet. Um die damit 
verbundenen Schwierigkeiten zu vermeiden, versuchte ich, die carbo- 
ligatische Synthese ohne vorangehende carboxylatische Spaltung ver- 
laufen zu lassen. Dies gelang folgendermafen: 

1. Unter oben erwahnten Versuchsbedingungen wurde aus fertigem 
Acetaldehyd, als einzigem Substrat, mittels verschiedener Hefepraparate 
ausnahmslos Acetoin gebildet (aus 1 bis 3% iger Acetaldehydlésung, 
0,06- bis 0,2 %ige Acetoinlésung). 

2. Das so gewonnene Acetoin zeigte immer Linksdrehung. Der 
[a]p-Wert betrigt etwa — 40°. 

Der Vorgang mu8 also biologischer Natur sein und die Existenz 
des kohlenstoffkettenverkniipfenden Ferments — Carboligase — diirfte 
daher einwandfrei geklirt sein. 
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Diese Untersuchungen wurden von mir unter der Leitung von Herrn 
Prof. M. Yukawa und von Herrn Assist. Prof. J. Yamasaki ausgefiihrt, 
denen ich hiermit herzlich danke. 
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Uber die Wirkung von Phosphat auf Oxydation und Phosphory- 
lierung in durch Fluorid vergiftetem Apo-Zymasesystem. 
Von 
Ake Lennerstrand. 

(Aus der Abteilung fiir experimentelle Zoologie des Zootomischen Instituts 
und der Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle Biologie der Universitat, 
Stockholm.) 

(Eingegangen am 14. Oktober 1936.) 


Mit 14 Abbildungen im Text. 


Im System Apo-Zymase -+ Co-Zymase + Hexosediphosphorsaure 
+ Glucose + NaF +- Phosphatpuffer tritt eine Phosphorylierung ein. 
Gleichzeitig wachst die schwer hydrolysierbare Phosphatfraktion. 
Nach Zusatz von Pyocyanin oder Methylenblau nimmt das System 
Sauerstoff auf und die Phosphorylierung ist erhéht (I). Die Steigerung 
der Phosphorylierung wird von einem Zuwachs der schwer hydrolysier- 
baren Fraktion begleitet. Die Sauerstoffaufnahme sowohl wie die 
Phosphorylierung kommen schlieBlich zu einem Stillstand, der von einer 
irreversiblen Inaktivierung der Co-Zymase herriihit. Durch erneuten 
Zusatz von Co-Zymase wird das System reaktiviert (2) (3). In dieser 
Arbeit wird gezeigt, daB sowohl die Sauerstoffaufnahme als auch die 
Phosphorylierung von der vorhandenen Menge anorganischen Phosphats 
stark abhingt. AuBerdem werden diese beiden Prozesse durch zugesetzte 
Adenylsaéure oder Adenosintriphosphorsaure gesteigert. Diese Befunde 
sind schon in einer kurzen Mitteilung (2) erwahnt worden, werden hier 
aber ausfiihrlicher belegt und besprochen. 


1. Einwirkung der Phosphatkonzentraticn auf die Sauerstoffaufnahme und 
Phosphorylierung. 

Ohne Phosphatzusatz treten im NaF-vergifteten System mit 
Pyocyanin weder Sauerstoffaufnahme noch Phosphorylierung ein. 
Wird der Phosphatgehalt von etwa 7 mg P pro Ansatz bis etwa 30 mg P 
pro Ansatz vermehit, so steigt die Sauerstoffaufnahme auf das Doppelte 
oder etwas mehr (Abb. 2, Tabelle II). Die Reaktionsgeschwindigkeit 
ist zu Beginn bei den verschiedenen Phosphatkonzentrationen ungefahr 
dieselbe, aber die Dauer der Oxydation und Phosphorylierung ist gréBer 
bei hohem Phosphatgehalt. Die Oxydationsprozesse setzen ohne In- 
duktionsperiode ein. Erst bei Phosphatkonzentrationen tiber 30 mg P 
pro Ansatz tritt zu Beginn des Versuchs eine Verzégerung der Sauer- 
stoffaufnahme ein. Bei niedrigerem px ist diese Induktionsperiode 
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auch bei einem Phosphatgehalt von etwa 30mg P pro Ansatz aus- 
gepragt (vgl. Tabelle XXVIII und Abb. 14). 


2. Natur des gebildeten Esters. 

In der oben erwahnten Arbeit aus diesem Institut (1) ist wahrschein- 
lich gemacht worden, dai fiir jedes entstehende Molekiil Phospho- 
glycerinsdure 1 Molekiil H,PO, mit Glucose verestert wird. Um 
1 Molekil Triosephosphat zu Phosphoglycerinsiure zu oxydieren, 
ist /, Molekiil O, erforderlich. Wird also die Anzahl Mole aufgenommenen 
Sauerstoffs verdoppelt und von der Anzahl Mole schwerhydrolysierbaren 
Phosphors, die waihrend des Versuchs gebildet worden sind, subtrahiert, 
erhalt man den Betrag an schwerhydrolysierbarem Ester, der durch 
Dismutation entstanden ist. Nach Meyerhof und Kiessling (4) besteht 
die eine Halfte der durch Dismutation entstandenen Verbindungen 
aus Phosphoglycerinséure und die andere Halfte aus Glycerinphosphot- 
siure. Es ist so méglich die Gesamtmenge an Phosphoglycerinsaute, 
die wahrend des Versuchs gebildet wird, zu berechnen. Die durch 
Vermittlung von Pyocyanin eintretende Oxydation durch Luftsauerstoff 
und die Dismutation sind zwei Prozesse, die um das gebildete Triose- 
phosphat wetteifern. Bei héheren Phosphatkonzentrationen, die die 
Sauerstoffaufnahme férdern, sollte dann die Dismutation eine immer 
geringere Rolle spielen. Die Phosphoglycerinsaure sollte dann zum aller- 
gréBten Teil aerob unter Sauerstoffaufnahme entstehen. 

In der untenstehenden Tabelle ist die oben erwaihnte Berechnung 
der gebildeten Menge Phosphoglycerinséure bei den in der Tabelle I] 
benutzten Phosphatkonzentrationen durchgefiihrt worden. Es_ ist 
ersichtlich, da die durch Dismutation gebildete Menge Phospho- 
glycerinsiure mit der Steigerung der Sauerstoffaufnahme stark ab- 
nimmt. Bei der héchsten Phosphatkonzentration stammen etwa 94°, 
der Phosphoglycerinséure aus der durch Vermittlung von Pyocyanin 
erzeugten Oxydation des Triosephosphats. 


Tabelle I. 
Alle Zahlen (mit Ausnahme die der ersten Kolonne) in Millimol P . 10°? pro 








Ansatz. 
Orthophosphat Phosphoglycerinséure S 
. 3 Summe 

aso Vesuaahe goblet || Phospho- Phospho- Ab- 

mg P ker | daveh glycerinsdure rylierung weichung 
pro Ansatz O,-Aufnahme | Dismutation gebildet 0 

3,86 0,66 3,47 4,13 3,65 + 11,6 
7,06 3,08 2,58 5,66 5,26 + 7,1 
13,32 4,80 2,00 6,80 6,20 + €2 
20,10 5,68 1,74 7,42 8,61 - 16,0 
33,36 7,04 0,45 7,49 8,32 11,1 
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Bei mittleren Phosphatgehalten ist die Ubereinstimmung zwischen 
berechneter Menge Phosphoglycerinséure und dem Betrag der Phospho- 
rylierung gut, bei héheren und niedrigeren Phosphatgehalten sind die 
Abweichungen etwas gré8er, und zwar gehen sie in entgegengesetzte 
Richtungen. Der Gang der Abweichungen ist systematisch. Auf die 
Erklarung dieser Vorginge gehe ich hier nicht ein. Abb. 1 gibt die 
Phosphorylierung und die gebildete Phosphoglycerinsaure in ihrer Ab- 
hangigkeit vom Phosphatgehalt. Der Phosphorylierungsverlauf laBt 
sich offenbar durch eine logarithmische Funktion: y = a log x 
wiedergeben, wobei a ~ 6 ist. 

Das oben Gesagte wird durch Iso- 
lierungsversuche gestiitzt, vergleiche Ta- 
mM belle XI. Bei niedriger Phosphatkonzen- 
, /—4 tration ist die durch Fallung mit Ba in 

‘ alkoholischer Lésung und Hydrolyse er- 
4 haltene sehwerhydrolysierbare Fraktion 
Fo, immer wesentlich gréBer als die ver- 

schwundene Menge anorganischen Phos- 

phats. Da die Phosphorylierung nach der 

obigen Erwagung der gebildeten Menge 

Phosphoglycerinséure gleich sein sollte, 

muB hier ein Teil der schwerhydroly- 

sierbaren Fraktion als Glycerinphosphor- 
a5 10 : : yee 

lag mg Orto-P je Ansatz sdure vorliegen. Bei héherer Phosphat- 

Abb. 1. konzentration dagegen sind der schwer- 

O-— Millimol . 10-2 Phosphat hydrolysierbare Ester und die gebundene 

—@— oust ts Penietis Menge Orthophosphat ungefahr gleich 

glycerinsiure gebildet. groB. Im letzten Falle sollte ja praktisch 

alle Phosphoglycerinsaure durch die von 

Pyocyanin vermittelte Sauerstoffaufnahme gebildet werden und die 

Vermehrung der schwerhydrolysierbaren Fraktion gleich der ver- 
schwundenen Phosphatmenge sein. 

Man kann diese Befunde auch so erklaren, daB die ,,intramolekulare“* 
Atmung mit steigendem Phosphatgehalt immer mehr durch eine unter 
Sauerstoffaufnahme verlaufende Atmung verdrangt wird. Es liegt 
hier gewissermaBen ein Modell der Pasteurschen Reaktion vor, bei 
der die Garung durch die Atmung verdrangt wird. 

















3. Vergleich zwischen der Wirkung des Phosphats in dem Warburg-Christian- 
schen System und in dem durch Fluorid vergifteten Apo-Zymasesystem. 

Eine Hemmung der Oxydation von Hexosemonophosphorsaure 
in Gegenwart von gelbem Ferment, Zwischenferment und Atmungs- 
Co-Ferment durch Phosphat ist von Theorell (5) nachgewiesen worden. 
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Der Mechanismus diirfte hier der sein, daB das Phosphat mit dem Co- 
Ferment um den Platz im Zwischenferment wetteifert (6). Es ist auf- 
fallend, daB die unter der Wirkung von Co-Zymase vor sich gehende 
Oxydation von Triosephosphat zu Phosphoglycerinséure durch den 
Phosphatgehalt nicht gehemmt, sondern geférdert wird (vgl. Tabelle I1). 
Aus nicht angefiihrten Versuchen geht hervor, daB sogar in 0,64 mol. 
Phosphat eine Férderung des Sauerstoffverbrauchs in Gegenwart 
von Pyocyanin stattfindet. Sogar in 1,30 mol. Phosphatpuffer erhalt 
man eine kraftige Sauerstoffaufnahme, obgleich die Oxydationsge- 
schwindigkeit zu Beginn des Versuchs herabgesetzt ist (Tabelle III, 
Abb. 3). In den Versuchen Theorells verursacht 0,25 mol. Phosphat 
eine 85°%ige Hemmung, d.h. das Phosphat verhindert die Sauerstoff- 
aufnahme fast ganz. Aus den Arbeiten von Warburg und Christian (7) 
geht hervor, daB das ,,Garungs-Co-Ferment“‘, die Co-Zymase, sowie das 
,,Co-Ferment der Atmung‘‘ mit einem Zwischenferment reagiert und als 
die Wirkungsgruppe des Ferments zu betrachten ist. Der endgiiltige 
Beweis, daB die Co-Zymase oxydiert und reduziert wird, ist durch die 
mittels optischer Methoden ausgefiihrten Untersuchungen von Warburg 
und Christian (8) und v. Euler, Hellstrom und Adler (9) erbracht worden. 
Nach einer kurzen Mitteilung scheint es, daB Warburg (10) auch dem 
chemischen Mechanismus der Phosphorylierung und Dephosphorylierung 
auf die Spur gekommen ist. 


Aus den eben angefiihrten Beobachtungen Theorells und aus meinen 
eigenen Beobachtungen iiber den EinfluB des Phosphats auf die Wirkung 
der Co-Zymase schlieBe ich, daB ein sehr wesentlicher Unterschied zwischen 
der Reaktionsweise des Atmungs-Co-Ferments und der der Co-Zymase 
mit thren zugehdrigen Zwischenfermenten vorliegt. In einem Falle tritt 
eine Hemmung schon bei ziemlich niedrigen Phosphatkonzentrationen 
ein, im anderen hemmt das Phosphat innerhalb sehr weiter Grenzen 
nicht. Die Tatsachen lassen sich durch die Annahme erkliaren, dab 
die Affinitét des Atmungs-Co-Ferments zu seinem Zwischenferment 
schwicher ist als die des Gairungs-Co-Ferments zu dem seinigen. 


Senkt man im Warburgschen System die Konzentration des gelben 
Ferments, so wird die Phosphathemmung vermindert. Im_ fluorid- 
vergifteten Apo-Zymasesystem besteht auch bei niedriger Pyocyanin- 
konzentration der Unterschied zwischen den Ergebnissen bei niedrigerem 
und héherem Phosphatgehalt (Tabelle VII, Abb. 4). Bei Mangel an 
Apo-Zymase sinkt die Sauerstoffaufnahme sowohl bei niedrigerer 
als héherer Phosphatkonzentration und erreicht denselben Wert in 
beiden Fallen (Tabelle VIII, Abb. 5). Diese beiden Versuche zeigen. 
daB das Phosphat im fluoridvergifteten Apo-Zymasesystem unter 
keinen Bedingungen auf die Sauerstoffaufnahme hemmend wirkt. 
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In diesem Zusammenhang ist auch die Feststellung Meyerhofs (11) an- 
zufiihren, dai die Atmung in Froschmuskelbrei durch Phosphatzusatz 
gesteigert wird, vgl. weiter unten S. 112. 

In dem Muskelsystem wird gewohnlich die Adenosintriphosphorsiure 
als das Co-Ferment bezeichnet, vgl. Lohmann. Es fragt sich aber, ob man 
nicht auch im Muskelsystem das Vorhandensein eines der Co-Zymase 
analogen Co-Ferments annehmen mub, das méglicherweise wie in dem Apo- 
Zymasesystem mit der Adenylsiure zusammenwirkt. Es ist méglich, daB 
dieses Co-Ferment des Muskelsystems an sein Zwischenferment noch fester 
gebunden ist als die Co-Zymase der Hefe und deshalb nicht durch Dialyse 
entfernt wird. Die ziemlich groBe Instabilitat des ,,glvkolytischen Ferments** 
des Muskels kénnte mit einer Inaktivierung des Co-Ferments von derselben 
Natur wie der hier beschriebenen Inaktivierung der Co-Zymase in Zu- 
sammenhang stehen. 


1. In welche Reaktionen greift das Phosphat ein ? 

Die Co-Zymase wird, wie schon erwahnt, in dem mit NaF ver- 
gifteten Apo-Zymasesystem irreversibel inaktiviert. Durch erneuerten 
Zusatz von Co-Zymase wird das System réaktiviert. In Ubereinstimmung 
mit diesen Befunden lassen sich die Verhaltnisse bei h6herem Phosphat- 
gehalt am einfachsten so deuten, da die Co-Zymase hier wirksamer 
vor Inaktivierung geschiitzt wird. 

Die Oxydation und Phosphorylierung ist auch von der am Anfang 
vorhandenen Menge Hexosediphosphorsaure abhangig (1) (vgl. auch 
Tabelle IX und Abb. 6). Bei niedrigerem Phosphatgehalt nimmt die 
Konzentration der Hexosediphosphorsaure mehr oder weniger stark 
ab, wihrend bei hdherem Phosphatgehalt die zugesetzte Menge Hexose- 
diphosphorséure nicht verandert wird (Tabelle II). Bei der intra- 
molekularen Atmung im mit Fluorid vergifteten System wird Hexose- 
diphosphorsdure umgesetzt; dabei treffen auf 1 Mol H,O 14/, Mol phos- 
phorylierte Glucose und !/, Mol Hexosediphosphorsaure. Die Abnahme 
der, Hexosediphosphorsiure soll der gebildeten Menge an Glycerin- 
phosphorsaéure entsprechen. Je mehr die unter Sauerstoffaufnahme ab- 
laufende Atmung wichst, desto weniger von der Hexosediphosphorsaure 
wird umgesetzt. Die Dismutation ist hier zuriickgedrangt [vgl. bei (1)]. 

Wenn die Konzentration der Hexosediphosphorsaure bei erhéhtem 
Phosphatgehalt im Laufe des Versuchs konstant bleibt, bleibt auch die 
Co-Zymase lingere Zeit in aktivem Zustande erhalten. Lutwak-Mann 
und Mann (12) haben gezeigt, daB die Adenylsiure durch Hexose- 
diphosphorsiure auch in Anwesenheit von Fluorid phosphoryliert 
werden und als Phosphatiibertriger dienen kann. Aller Wahrscheinlich- 
keit nach verhalt sich die Co-Zymase ebenso!, wie iiberhaupt im Hefe- 


! Diese Funktion der Co-Zymase ist in einer kurzen Mitteilung (13) 
erwihnt und in einer etwas spiteren Arbeit (3) ausfiihrlicher diskutiert 
worden. Ungefaihr gleichzeitig sind zwei kurze Mitteilungen (14) (15) von 
Meyerhof und Kiessling erschienen, in denen sie iiber die Isolierung eines 
Co-Zymasepyrophosphats berichten. 
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system die Aktivitat der Co-Zymase die Vorbedingung fiir die Wirk- 
samkeit der Adenylsaure ist. Denn nach Inaktivierung der Co-Zymase 
ist die Adenylsdure nicht mehr imstande, Phosphorylierung und Oxy- 
dationen zu vermitteln (3). Es besteht demnach die Méglichkeit, daB 
das Orthophosphat tiber Hexosediphosphorsiure auf die Co-Zymase 
iibertragen wird. Man mu dabei annehmen, daB die Hexosediphosphor- 
siiure zu Hexosemonophosphorsaure dephosphoryliert wird, dab aber diese 
unmittelbar durch Aufnahme von Phosphat wieder zu Hexosediphosphor- 
siure phosphoryliert wird. Durch diese Annahme wiirde die Rolle der 
Hexosediphosphorsaure als Katalysator (.Meyerho/) beider Garung im Apo- 
Zymasesystem oder Lebedew-Saft erklart werden. Die Co-Zymase wiirde 
dann das Phosphat, eventuell iiber oder zu:ammen mit Adenylsaure, auf 
die Glucose tibertragen. Wenn die Co-Zymase inaktiviert wird, vermag 
ein Zusatz von Hexosediphosphorsaure die Phosphorylierung und Atmung 
nicht zu reaktivieren (3). Die Erhaltung der Aktivitat der Co-Zymase 
hangt indessen nicht nur von einer gewissen Konzentration der Hexdce- 
diphosphorsaure ab (siehe Tabelle X). Bei niedrigem Phosphatgehalt 
wurde die in den meisten Fallen benutzte Konzentration von Hexose- 
diphosphorsaure verdoppelt; wenn die Phosphorylierung und Atmung 
infolge der Inaktivierung der Co-Zymase hier zum Stillstand kommt. 
liegt die Konzentration der Hexosediphosphorsiure noch itiber der 
gewohnlich benutzten Anfangskonzentration, die ja an sich geniigt, 
um Atmung und Phosphorylierung fortgehen zu lassen. Die Phospho- 
rylierung der Co-Zymase durch Hexosediphosphorsiure ist offenbar 
nicht ausreichend, um die Co-Zymase auf die Dauer gegen ,, Dephospho- 
rylierung iiber das physiologische Ausmaf hinaus* zu schiitzen (3). 
Myrback (16) hat gezeigt, daB die Co-Zymase durch Phosphatase ab- 
gebaut wird. Es ist deshalb wahrscheinlich, da8 die Inaktivierung der 
Co-Zymase in durch Fluorid vergiftetem Apo-Zymasesystem infolge 
Phosphata:ewirkung zustande kommt. Wenn, wie bei der nicht durch 
Fluorid gehemmten Garung, die Co-Zymase als ein Phosphatakzeptor 
wirkt, dann iiberwiegt die Phosphorylierung der Co-Zymase iiber die 
Dephosphorylierung infolge Phosphatasewirkung (3). Nach den obigen 
Uberlegungen ist es verstandlich, da& der erhéhte Phosphatgehalt 
nicht nur den Abbau der Hexosediphosphorsaure infolge Dismutation 
verhindert und damit sekundar auf die Erhaltung des aktiven Zustandes 
der Co-Zymase wirkt; das Phosphat mu auch eine direkte Wirkung 
auf die Co-Zymase ausiiben, die gegen eine Dephosphorylierung iiber das 
physiologische Ausma8 hinaus schiitzt. Nach allem zu urteilen, mu 
der Sauerstoffverbrauch der Konzentration der mit Zwischenferment 
verbundenen Co-Zymase proportional sein. So erklaért man am besten 
die beinahe lineare Abhangigkeit der Atmung im Apo-Zymasesystem 
mit Fluorid von der Co-Zymasekonzentration [vgl. Tabelle V (3)]. 
Man kénnte deshalb denken, daB der erhéhte Phosphatgehalt die Re- 
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aktion der Co-Zymase mit ihrem Zwischenferment férdert. Dagegen 
spricht aber, daB die Geschwindigkeit der Atmung und der Phospho- 
rylierung bei den verschiedenen Phosphatgehalten im Anfang gleich 
sind. Die Verschiedenheiten treten erst ein, wenn die Inaktivierung 
der Co-Zymase beginnt. 


5. Phosphatkonzentration und Angdrung. 

Im System Apo-Zymase + Co-Zymase + Hexosediphosphorsaure 
+ Glucose + Phosphatpuffer tritt Garung ein. Ohne Phosphatzusatz 
ist die CO,-Entwicklung sehr gering. Die Induktionszeit wird indessen 
mit steigender Phosphatkonzentration verlangert, vgl. Nilsson und 
Alm (17). Das Phosphat ruft also eine Verzégerung derjenigen Prozesse 
hervor, die sich wahrend der Induktionsperiode abspielen. Im System 
Apo-Zymase + NaF + Pyocyanin werden die Oxydation und die 
Phosphorylierung durch Steigerung des Phosphatgehalts geférdert. 
Es geht daraus hervor, daB die Oxydation und Phosphorylierung nicht 
geniigen, um die Induktion aufzuheben. Wahrscheinlich hemmt im 
Garsystem der hohe Phosphatgehalt die Dephosphorylierung. Als 
letzte phosphorylierte Stufe bei der Garung ist nach iiblicher Auffassung 
die Phosphobrenztraubenséure zu betrachten. Wahrscheinlich mub 
bei der Aufhebung der Induktion die Phosphobrenztraubensaure de- 
phosphoryliert werden, ein Vorgang, der durch hohen Phosphatgehalt 
gehemmt werden kénnte. Aus der gebildeten Brenztraubensaure ent- 
steht Acetaldehyd, der im stationéren Zustand als das oxydierende 
System der Garung wirkt [vgl. Nilsson (18) und Meyerhof (19)]. Acet- 
aldehydzusatz zu Ansiétzen mit so viel Phosphat, daB die Garung fast 
vollstandig aufgehoben ist (vgl. unten 8. 112), bewirkt eine wenn auch 
geringe Férderung der CO,-Entwicklung (Tabelle XVII). Meine 
Beobachtungen und Uberlegungen weisen folglich auf die Acetaldehyd- 
bildung als den eigentlich induktionsaufhebenden Vorgang hin. Weiter 
scheint nach den hier mitgeteilten Befunden die Phosphatwirkung in 
Garungssystemen mit Apo-Zymase durchsichtiger. Das Phosphat 
wirkt einerseits férdernd auf die mit einer Oxydation von Triose- 
phosphat gekoppelte Phosphorylierung, andererseits wirkt das Phosphat 
hemmend auf die Dephosphorylierung. 


6. Vergleich zwischen Phosphatwirkung in Trockenhefe, Apo-Zymase und 
Muskelbrei. 

Das System Trockenhefe + Glucose + Hexosediphosphorsaure 

+ Phosphatpuffer + NaF ist weit weniger abhangig von der Phosphat- 

konzentration als das Apo-Zymasesystem. Im Trockenhefesystem ge- 

nannter Zusammensetzung findet Phosphorylierung und nicht un- 

betrachtliche Sauerstoffaufnahme statt (Tabelle XIJ, Abb. 7). Durch 
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Pyocyaninzusatz werden Phosphorylierung und O,-Verbrauch ge- 
steigert. Auch ohne Zusatz von Phosphat, also nur mit der in der Trocken- 
hefe vorhandenen Phosphatmenge, tritt im System eine Phosphorylierung 
und Sauerstoffaufnahme ein. Es ist von Interesse, diese Befunde mit 
denen von Nilsson und Alm (17) (20) zu vergleichen. Diese Forscher 
haben die Vergarung von Glucose im Trockenhefe- und Apo-Zymase- 
system bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen untersucht. Sie haben 
dabei groBe Verschiedenheiten des Garverlaufs der beiden Systeme 
gefunden. Die Trockenhefe vergart die ganze zugesetzte Glucosemenge. 
Ohne Phosphatzusatz ist die Garungsgeschwindigkeit konstant, bei 
Phosphatzusatz dagegen tritt nachVergarung der Halfte der zugesetzten 
Glucosemenge ein Knick in der Kurve auf und die Gar ungsgeschwindigkeit 
sinkt. Die Herabsetzung der Garungsgeschwindigkeit wachst mit der Phos- 
phatkonzentration, wobei gleichzeitig die Induktionsperiode verlangert 
wird. Ganz anders verhalt sich das Apo-Zymasesystem. Ohne Zusatz 
von Phosphat ist hier die Garung sehr unbedeutend. Bei Phosphat- 
zugabe tritt CO,-Entwicklung ein, die der Halfte der zugesetzten 
Glucosemenge entspricht. Die andere Halfte der Glucose liegt in nicht 
vergarbarer Form vor. Auch hier tritt ein Knick der Garkurve auf, 
aber der Knickpunkt ist diesmal von der vorhandenen Phosphatmenge 
bedingt und stellt sich ein, wenn alles Phosphat verestert ist. Dann 
geht die Garung mit niedrigerer Geschwindigkeit weiter, bis die Halfte 
der Glucose vergoren ist. 

Wie ersichtlich, ist das Apo-Zymasesystem sowohl mit als auch 
ohne NaF weit abhaingiger von der Phosphatkonzentration als das 
entsprechende Trockenhefesystem. 

Bei der anaeroben Glykolyse des Froschmuskelbreies ist die ge- 
bildete Menge Milchséure von dem Phosphatgehalt stark abhangig (21). 
Ohne Zusatz von Phosphat wurde in einem Versuch 0,35 °%, Milchsaure! 
gebildet, wihrend bei einem Phosphatgehalt von 8 . 10 ? mol. der Total- 
umsatz (1,28°) erreicht wurde. Es besteht ein markanter Unterschied 
zwischen Trockenhefe- und Apo-Zymasesystem einerseits und Frosch- 
muskelbrei andererseits, indem in den beiden ersteren Systemen nur 
die Geschwindigkeit, nicht die GréBe des Umsatzes vom Phosphat- 
gehalt beeinfluBt wird. Im Muskelbrei ist die Menge gebildeter Milch- 
siure von der Phosphatkonzentration abhangig. In dieser Hinsicht 
herrscht gréBere Ubereinstimmung zwischen Muskelbrei und dem 
fluoridvergifteten Apo-Zymasesystem, bei dem die GréBe der Phospho- 
rylierung und des O,-Verbrauchs von der vorhandenen Menge Phosphat 
bestimmt wird. In Ubereinstimmung damit steht auch die oben er- 
wahnte Tatsache, da8 die Atmung in Froschmuskelbrei bei Phosphat- 


' In Prozenten des Frischgewichts der Muskulatur. 
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zugabe gesteigert wird (11). Es ist offenbar so, daB im Muskelbrei 
der Umsatz, besonders bei niedrigerem Phosphatgehalt wie in dem 
fluoridvergifteten Apo-Zymasesystem, schon vor dem Verbrauch des 
zur Verfiigung stehenden Substrats zum Ende kommt. Dies deutet 
eine Inaktivierung im Fermentsystem an, wobei wohl vor allem ein 
phosphathaltiges Coenzym betroffen wird. 

Arseniat kann bis zu einem gewissen Grad das Phosphat im NaF- 
vergifteten Apo-Zymasesystem ersetzen. Der Umsatz ist aber geringer 
als bei entsprechenden Phosphatkonzentrationen (‘Tabelle V1). 


7. Wirkung von Adenylsdure und Adenosintriphosphorsdure. 


Adenylsaure und Adenosintriphosphorséure kénnen im _ fluorid- 
vergifteten Apo-Zymasesystem die Co-Zymase nicht ersetzen (2). Aber 
mit Co-Zymase kombiniert erh6hen diese Verbindungen die Oxydation 
und Phosphorylierung (2) (siehe unten Tabelle XIII und XIV, Abb. 8 
und 9). 

Von Lutwak-Mann und Mann (12) ist bewiesen worden, daB die 
Adenylsiure auch in Anwesenheit von Fluorid in dem System 
Lebedew-Saft + Glucose + Phosphat als Phosphatiibertrager wirksam 
ist. [Thre Wirkung im fluoridvergifteten Apo-Zymasesystem + Pyocyanin 
diirfte wohl darin bestehen, daB sie die Phosphatiibertragung auf die 
Glucose steigert, wodurch fiir die Oxydationsprozesse mehr Substrat 
zur Verfiigung gestellt wird}. 


S. Vergleich zwischen dem fluoridvergifteten ‘Apo-Zymasesystem und dem 
Gdrungssystem bei hohem Phosphatgehalt. 

Die Sauerstoffaufnahme im fluoridvergifteten Apo-Zymasesystem 
setzt unmittelbar nach dem Einkippen des Substrats und des Pyo- 
cyanins ein. Die Oxydation mu darum in den ersten Phasen des 
Kohlenhydratabbaus eingreifen. Im System ohne Fluorid tritt die 
Garung nach einer Induktionsperiode ein, deren Lange, wie oben hervor- 
gehoben wurde, von der Phosphatkonzentration abhangig ist. Bei 
einem geniigend hohen Phosphatgehalt kann man auch im System 
ohne fluorid eine Sauerstoffaufnahme wahrend der Induktionsperiode 
nachweisen (Tabelle XVI). Mit anderen Worten, infolge erhéhten 
Phosphatgehalts treten Verhaltnisse ein, die mit den in fluoridvergifteten 
Systemen herrschenden groBe Ahnlichkeit aufweisen. Die Wirkung 


kt p= 


' Inzwischen ist eine Arbeit von Ohlmeyer erschienen (diese Zeitschr. 
287, 212, 1936), aus der klar hervorgeht, daB bei reinen Phosphatumeste- 
rungen im dialysierten Macerationssaft die Adenylséure ebenso wirksam ist 
wie die Co-Zymase. Ohne Co-Zymase bleiben aber die fiir die Phosphory- 
lierung durch Orthophosphat notwendigen Oxydoreduktionen aus, vgl. auch 
Euler, Vestin u. Heiwinkel, Sv. kem. tidskr. 48, 176, 1936. 


a ea RAE ae 


RENE PE IN Er SECA OR SE RSS SSE 











<elbrei 


1 dem 
th des 
deutet 
‘m ein 


NaF- 


ringer 


luorid- 

Aber 
dation 
Abb. 8 


als die 
system 
irksam 
eyanin 
wuf die 
ibstrat 


vl dem 


system 
3 Pyo- 
en des 
itt die 
1ervor- 
t. Bei 
System 
periode 
héhten 
ifteten 
irkung 


sitsehr. 
imeste 
sam ist 
sphory 
rl. auch 





Wirkung von Phosphat auf Oxydation und Phosphorylierung usw. 113 


des Phosphats dirfte darin bestehen, daB es in héheren Konzentra- 
tionen die Ubertragung des Phosphats von der Phosphobrenztrauben- 
sdure auf die Co-Zymase verhindert. 

Auch eser Versuch zeigt gewisse Analogien zu der Pasteurschen 
Reaktion; vgl. unter 2. Die Garung ist gehemmt, eine unter Sauerstoff- 
aufnahme ablaufende Atmung geht aber weiter. Die Garungshemmung 
wird durch eine Blockierung der Phosphatiibertragung bewirkt. Hierdurch 
ist die Bildung des Acetaldehyds verhindert, der normal mit Triosephosphat 
dismutiert. Man kann sich vorstellen, da die Garung auch bei der Pasteur- 
schen Reaktion durch eine Blockierung der Phosphatiibertragung gehemmt 
werden kann. Die Blockierung kann eventuell hier auf die Weise zustande 
kommen, dafsi der Phosphatakzeptor in Koppelung mit der Atmung 
durch Orthophosphat phosphoryliert wird. Diese Reaktion kénnte mit- 
unter die Phosphorylierung des Akzeptors durch die Phosphobrenz- 
traubenséure verhindern, wodurch die Garung gehemmt werden miifte. 


9. Zusatz von NaF zu gdrenden Ansdtzen mit Pyocyanin. 

Zu mit Pyocyanin versetzten Garansaitzen wurde schon vor dem 
vollstandigen Ablauf der Garung NaF allein zugesetzt. Man erhalt 
dabei eine sehr unbedeutende Sauerstoffaufnahme, trotzdem reichlich 
Substrat in dem Ansatz vorhanden sein sollte (Tabelle XVIII und 
Abb. 10). Nach den oben angefiihrten Untersuchungen von Nilsson 
und Alm (17) ist die Halfte der Glucose am Ende des Garverlaufs in 
form einer nicht vergirbaren Verbindung vorhanden. Offenbar ist 
diese Verbindung im Apo-Zymasesystem auch nicht oxydierbar, sogar 
nicht bei Gegenwart von Pyocyanin. 


10. Einwirkung von Phosphat auf die Phosphorylierung im fluoridvergifteten 
Apo-Zymasesystem ohne Pyocyanin. 

Bei Erhéhung des Phosphatgehalts im fluoridvergifteten Apo- 
Zymasesystem ohne Pyocyanin bleibt die Geschwindigkeit der Phospho- 
tvlierung unverandert (Tabelle XIX). Doch dauert die Phosphatauf- 
nahme langere Zeit (Tabelle XX), d.h. die Co-Zymase wird auch in 
Ansatzen ohne Pyocyanin bei hdherem Phosphatgehalt langere Zeit in 
aktivem Zustand gehalten als bei niedrigerem Phosphatgehalt (vgl. auch 
Tabelle XXI und Abb. 11). Nach Beendigung der Phosphorylierung 
tritt sowohl bei niedrigerer als bei héherer Phosphatkonzentration eine 
Dephosphorylierung ein (Tabelle XX). 


11. Einwirkung von Pyocyanin auf Gdaérungsansdtze. 

In einer friiheren Arbeit aus diesem Institut (1) ist im AnschluB 
an Lipmann gezeigt worden, dab die Garung durch Apo-Zymase von 
Pyocyanin und Methylenblau gehemmt wird. Michaelis und Smythe (22) 
haben gefunden, daB die Garung durch Lebedew-Saft in Anwesenheit 
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von Farbstoffen, u.a. Pyocyanin, in derselben Weise beeinfluBt wird. 
Erneuter Zusatz von Lebedew-Saft nach Ablauf der Garung hebt die 
Hemmung auf. Carboxylasezusatz kann die Géarung wenigstens 
zum ‘Teil wiederherstellen. Die Verfasser deuten diese Ergebnisse 
so, dafS durch Pyocyaninzusatz Destruktion eines oder mehrerer 
Enzyme herbeigefiihrt wird. Unter anderen werden die Carboxylase 
und ein oder mehrere Enzyme, die vor der Bildung von Brenztrauben- 
siure wirksam sind, zerstért. In Arbeiten aus diesem Institut (1) (3) 
ist yezeigt worden, daB die Phosphorylierung im fluoridvergifteten 
Apo-Zymasesystem in Anwesenheit von Farbstoffen wie Pyocyanin 
oder Methylenblau nicht gehemmt, sondern im Gegenteil gesteigert 
wird. Die Phosphorylierung dauert in Anwesenheit oder Abwesenheit 
von Pyocyanin trotz Verschiedenheit der totalen Umsetzung gleich 
lang. Nachdem die Sauerstoffaufnahme und Phosphorylierung auf- 
gehért haben, kénnen sie durch Zusatz von Co-Zymase und Hexose- 
diphosphorséure etwa bis zur urspriinglichen GréBenordnung  reakti- 
viert werden (3). Diese Tatsachen sprechen dafiir, daB alle Reaktionen, 
die in Anwesenheit von Fluorid vor sich gehen kénnen, von Pyocyanin 
nicht gehemmt werden. ; ; 

Unten wird gezeigt, da auch die Garungsgeschwindigkeit der 
Hexosediphosphorsiure durch Pyocyaninzusatz herabgesetzt wird 
(Tabelle XV). 

12. Einwirkung von Brenztraubensdure, Methylglyoxal und Acetaldehyd. 

Parnas, Ostern und Mann (23) haben gefunden, daB in Gegenwart 
von Brenztraubensiure eine Phosphorylierung im Muskelbrei auch in 
Anwesenheit von Fluorid stattfindet. Nach Huler und Vestin (24) 
kommt eine direkte Phosphorylierung der Brenztraubensaure in der 
Hefe nicht vor. Meine Versuche (Tabellen XX VI und XXVII) zeigen, 
da im fluoridvergifteten Apo-Zymasesystem mit Pyocyanin durch 
Brenztraubensiure, Methylglyoxal und Acetaldehyd die Hexose- 
diphosphorsaure nicht ersetzt werden kann. 


13. Uber die Verschiedenheit der Wirkung von Pyocyanin und Methylenblau. 

Der friiher erwahnte quantitative Unterschied zwischen Pyocyanin 
und Methylenblau hinsichtlich ihrer Wirkung auf Phosphorylierung 
und Oxydation (1) besteht auch bei erh6htem Phosphatgehalt. Versuche 
in reinem Sauerstoff zeigen, da& Pyocyanin nicht schneller als Methylen- 
blau oxydiert wird (Tabelle XXIV, Abb. 12 und 13). Die Verschiedenheit 
der beiden Farbstoffe muB also darauf beruhen, daB Pyocyanin leichter 
reduziert wird. Dies wurde auch durch Versuche mit der Thunberg- 
Methodik festgestellt (Tabelle XXV). Es war zu erwagen, ob nicht 
die starkere sauerstoffiibertragende Wirkung des Pyocyanins mit einer 
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Reaktion dieses Farbstoffs mit EiweifS zusammenhangt, etwa so, wie 
das Flavinphosphat allein ohne Wirkung ist, aber in seiner Verbindung 
mit Eiweif hochwirksam wird | Theorell (25)|. Pyocyanin hat eine sehr 
charakteristische Absorptionsbande im langwelligen Ultraviolett, vgl. 
Ehrismann und Noethlin (26). Es wurde photoelektrisch nachgewiesen, 
daB die Lage dieser Bande nach Mischung mit Lebedew-Saft nicht im 
geringsten verschoben wird. Dieser unten nicht weiter eréiterte Ver- 
such spricht nicht fiir die Auffassung, dal das Pyocyanin mit 
EiweiB reagiert. Bei der anaeroben Reduktion des Farbstoffs durch 
Lebedew-Saft + Substrat verschwindet die erwahnte Absorptions- 
bande. Die von Michaelis (27) nachgewiesene Zweistufigkeit des Pyo- 
cyanins gibt immer noch die beste Erklarung fiir die gr6Bere Wirksamkeit 
des Pyocyanins im Vergleich zu Methylenblau, obgleich sie demselben 
Potentialbereich zugehéren. In unserem System reagiert das Pyocyanin 
mit Sauerstoff, eine Reduktion, bei der Methylenblau und Pyocyanin 
offenbar dieselbe Wirksamkeit haben. Bei der Reduktion der Farb- 
stoffe reagieren diese vielleicht mit einem System, dessen Oxydation 
oder Reduktion mit dem Ubergang eines Elektrons verbunden ist. Hier 
muB Pyocyanin schneller als Methylenblau reagieren. Es besteht die 
Moglichkeit, daB das reduzierende System die Co-Zymase in Bindung 
mit ihrem Zwischenferment ist. 


Methodik. 


Die Trockenhefe wurde aus Unterhefe der Hamburgerbrauerei Stock- 
holm hergestellt. Die frische Unterhefe wurde nach Zentrifugieren und 
Pressen auf Filtrierpapier in einer diinnen Schicht ausgebreitet und 24 bis 
48 Stunden getrocknet. Die Apo-Zymase wurde in der frither beschriebenen 
Weise (3) hergestellt. 

Beziiglich der Methoden der Phosphat- und O,-Bestimmung wird auf 
die zitierte Arbeit (3) hingewiesen. Bei Bestimmung der nicht hydrolysier- 
baren Fraktion mit der hier benutzten Methodik erhalt man bei héherem 
Phosphatgehalt stets zu hohe Werte. Die Differenz zwischen der Nullprobe 
und der geschiittelten Probe wird jedoch hierdurch nicht beeinfluBt. AuBer- 
dem werden die Resultate durch Versuche zur Isolierung des schwer 


3a in alkoholischer Lésung 


hydrolysierbaren Esters durch Fallung mit I 
bestatigt. 

Die Lésungen haben, wenn in den Tabellen nicht anders angegeben ist, 
dieselben Konzentrationen wie in der oben erwahnten Arbeit (3). Die 
40 %ige K-Na-Phosphatlésung wurde durch Lésen von 220 g KH,PO, und 
180g Na,HPO, + 2H,O in 1000 ccm bereitet. Die 2- und 10° igen 
Phosphatlésungen wurden in den meisten Fallen durch Verdiinnung dieser 
Lésung bereitet. 2-, 10- und 40°%ige KNa-Phosphatlosungen enthalten 
4, 20 bzw. 80 mg P pro cem. 

In einigen Versuchen kam ein nach Euler, Albers und Schlenk hoch- 
gereinigtes Co-Zymasepraparat zur Verwendung. Fiir Hilfe bei der Her- 
stellung dieses Priparates danke ich Herrn /’. Alm. 

& * 
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Experimenteller Teil. 


I. Beziehung zwischen Phosphatgehalt, Oxydation und Phosphorylierung. 


Tabelle ITI. 


In jedem GefiB: Apo-Zymase 0,2 g, Glucose 0,3 cem, Hexosediphosphor- 


siure 0,3 cem, Co-Zymase A 0,2cem, Pyocyanin 0,2 ecm, NaF 0,2 cem, 
MgCl, 0,3 cem und K-Na-Phosphat 1,5 cem. 





Die 
Orthophosphat  Sauerstoff- Fraktion O 
am Anfang aufnahme Vert 4 
des Versuchs ist beendigt icles ari 
nach 41 II dil Il Jill emm 
0,32 Oh 0,32 1,88 1,81 | 
(kein Phosphat 2.407 0,26) — 0,06) 1,28 — 0,60 2,49 + 0,68 53 
zugesetzt) 
3,86 0 3,86 2,02 1,27 
210  2,58|— 1,28 0,77 | - 1,25 3,81 +254 108 
7,06 0 7,06 12,27 2.19 
5 50 5,47|— 1,59 1,45 — 0,82 4,61 + 2,42 521 
13,32 0 13,32 2.58 3,07 
1 230 11,40} — 1,92| 1,77 | - 0,81 6,04 + 2,97 805 
20,10 0 20,10 2,47 4,30 
7 20 17,43 — 2,67 2,31 — 0,16) 7,385 + 3,05 952 
33,36 0 33,36 2,34 6,10 
8 5 30,78 -2,58 2,46 + 0,12 8,56 +246 1183 


Der Versuch zeigt (Tabelle II), daB Sauerstoffaufnahme und Phos- 
phorylierung mit steigender Phosphatkonzentration wachsen und dal 
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markieren die Zeit, zu welcher 0,3 Co-Zymase A 
zugesetzt wurde. 


Phosphatzusatz fiir die Auf- 
rechterhaltung der Oxy- 
dation und  Phosphory- 
lierung unentbehrlich ist. 
Die 
digkeit in 
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gender Phosphatkonzentration, um bei den héchsten Konzentrationen 
vollig auszubleiben. Parallel mit der Steigerung der Oxydation und 
Phosphorylierung geht eine Vermehrung des schwerhydrolysierbaren 
Phosphats. 

Nach Aufhéren der Oxydation kann diese durch Co-Zymasezusatz 
wieder in Gang gesetzt werden. Indem Ansatz e der Tabelle IT, der etwa 
20mg P enthielt, hatte die Oxydation nach 7 Stunden aufgehdért. 
Wurden 0,3 cem Co-Zymase zugesetzt und die Oxydation wihrend 
70 Minuten gemessen, so ergab sich ein Verbrauch von 187 emm Q,. 
Wahrend der unmittelbar vorangehenden 70 Minuten wurden dagegen 
nur 54emm QO, aufgenommen. 

In einer friiheren Arbeit (3) ist gezeigt worden, daB die Oxydation 
und Phosphorylierung, die bei der damals benutzten Phosphatkonzen- 
tration (etwa 6 bis 8 mg P pro Ansatz) 2 bis 3 Stunden dauern, durch 
Zusatz von Co-Zymase oder noch besser von Co-Zymase + Hexose- 
diphosphorsaure reaktiviert werden kénnen. Die durch Co-Zymase 
+ Hexosediphosphorsdure reaktivierte Sauerstoffaufnahme ist um 
85°% héher als die durch alleinigen Co-Zymasezusatz hervorgerufene. 
In einem Versuch wurden nach 4 Stunden dieselben Zusatze zu einem 
Ansatz, der etwa 30mg P enthielt, gegeben. Folgende Werte des 
O,-Verbrauchs wurden erhalten: 





Oo- Due 
Verbrauch Verbrauch 
in emm in emm 
vor den Zusatze nach 4 Std. nach den 
Zusitzen Zusitzen 
wihrend wahrend 
4 Std. 3 Std. 
1026 ee COE 5 oo. a a oo ee 140 
0,5 , - » + 9,3cem Hexosediphosphorsaure 222 
03, ‘ » +65 , Co-Zymase2..... 504 
0,5 , Co-Zymase 2 + 0,3, Hexosediphosphorsaure 667 


In diesem Falle ist die durch Co-Zymase + Hexosediphosphorsaure 
verursachte Oxydationssteigerung nur um 32°, hoéher als die durch 
Zusatz von Co-Zymase 
allein erreichte. Die Hex- Tabelle Hi. 


0,5 eem Co-Zymase C, Ansitze im iibrigen wie 


osediphosphorsaurekon- ; 
in Tabelle I]. Reaktionszeit 4 Stunden. 


zentration ist hier unver- 





andert, weshalb erneuter Konzentration 


aS on Phosphs O.-Verbrauch 
Zusatz von  Hexose- der zugesetzten Phosphat- 


? lisung emm 
diphosphorsaure gerin- 

ie ‘ 2° 604 

zere Wirkung hat als ® i ee +: 

g SRN 8 (0,013 mol.) 654 
bei niedrigem Phosphat- 

hal b 10% 1390 

gehalt. (0,65 mol.) 1370 

In einem Versuch, 40 % 969 


in dem zu _ Beginn (2,60 mol.) 910 
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2° iges Phosphat (was etwa 6mg P pro Ansatz entspricht) zugesetzt 
der Sauerstoffaufnahme 0,5 ecm 
Es trat keine 


worden war, wurde nach Aufhéren 


40°,ige Phosphatlésung zugesetzt. eaktivierung der 


Oxydation ein. 

Bei sehr hohen Phosphatkonzentrationen sinkt die Oxydations- 
geschwindigkeit (Tabelle I11). 
periode der Oxydation ein (Abb. 3). 


Gleichzeitig stellt sich eine Induktions- 
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Abb. 3. Bezeichnungen s. Tabelle III. 


Tabelle IV. 


0,5 cem Co-Zymase 2, Ansiitze im iibrigen wie in Tabelle II. Reaktionszeit 


21, Stunden. 





Orthophosphat 
am Anfang des 
Versuchs 


8,13 


31,60 


Im Einsatz des Warburg-Gefaibes 


0,3cem 5 %iges KOH 
0,3 


” ” ” 
0.3 . dest. Wasser 
A eee “ 
03 , 5%iges KOH 
03: , 2 a 
0.3 ., dest. Wasser 
tee ee ‘ 


O.-Verbrauch 


emm 


352 
353 


606 
609 


C Oo-Entwicklung 


emm 


49 
58 


101 
100 





Die Garung ist durch die zugesetzte Menge Fluorid praktisch 
vollstandig unterdriickt. 
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Tabelle V. 
In jedem Ansatz 0,5 cem Co-Zymase 2 und 0,2 cem 0,1 °oiges Methylenblau, 
im tibrigen dieselbe Beschickung wie in Tabelle II. 





Orthophosphat ae Fraktior 0 
am Anfang Re = ; . Verbrauch 
des Versuchs nes I 41 Il Jil Il Ji emm 
7,07 Oh 7,07 1,13 0,76 
8 20’ 6,19 0.88 0.85 0.28 1,87  +1,11 211 
18,02 0 18,02 1,13 2,10 
3 20 16,58 144° 0,99 0,14) 3,27 | +1,17 253 
28,22 +33 2.66 





3 20 1,96 0,88 0,25; 4,92 2,26 311 


Methylenblau verhalt sich bei Variation der Phosphatkonzentration 

ebenso wie Pyocyanin. 
Il. ERinwirkung von Arseniat. 
Tabelle VI. 
In jedem GefiB : Apo-Zymase 0,2 g, Co-Zymase M 0,3 cem, Glucose 0,3 cem, 
Hexosediphosphorsaure 0,2 cem, Pyocyanin 0,2 cem, NaF 0,2 cem, MgCl, 
0,3 cem, K-Na-Phosphat oder Na-Arseniat 1,0 cem und dest. Wasser 0,5 cem. 
Reaktionszeit 2 Stunden und 5 Minuten. 








Oo-Verbrauch O»-Verbrauch 

emm emm 

1 % K-Na-Phosphat 6 5,0 % K-Na-Phosphat 269 
I I 

14% ? 70 10,0 % ‘ 496 
2,0 ° 00 . 
95 0/. _ a 5 % Na-Arseniat 104 
gah ey ss ae 0 9 63 
3,3 % v 185 I 0 ” 16 


Bei der niedrigsten Phosphatkonzentration ist die Sauerstoff- 
aufnahme sehr unbedeutend. Durch Arseniatzusatz wird die Oxydation 
gefordert. Auch ohne Phosphatzugabe tritt nun eine Sauerstoffaufnahme 
ein, die durch Erhéhung der Arseniatkonzentration weiter gesteigert wer- 
den kann. 

III. Variation der Pyocyaninkonzentration. 
Tabelle VIL. 
Suspension: Apo-Zymase | g, K-Na-Phosphat 2° (Suspension A) und 10% 
(Suspension B) 7,5 cem, MgCl, 1,5 cem und NaF 1,0 cem. In jedem Gefab: 
Suspension 2cem, Glucose 0,3 cem, Hexosediphosphorsaure 0,3 ¢em und 
0,5 ceem Co-Zymase (hochgereinigt), 0,4 mg Co-Zymase enthaltend. 
Variierende Mengen Pyocyanin. Die Ansitze mit dest. Wasser zu demselben 
Volumen aufgefiillt. Reaktionszeit 3 Stunden. 








Pyocyanin Veabdoneh Pyocyanin Verb auch 
ecm emm ecm ecmm 
{ 0.1 499 d { 0,1 1083 
° 4) Of 488 0,1 1050 
Suspen- J 1 {|| 0,05 400 | Suspen- } ) 0,05 975 
sion A a 0,05 406 sion B \ 0.05 1023 
f { 0,025 799 
c 0,025 298 \ 0,025 812 
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In diesem Versuch wurde die Pyocyaninkonzentration variiert. 
Aus den Werten der Tabelle VII ist ersichtlich,daB auch bei derniedrigsten 
der benutzten Pyocyaninkonzentrationen die Verschiedenheit der 

oxvdativen Wirkung zwischen nie- 
drigeren und héheren Phosphat- 
konzentrationen bestehen — bleibt. 


; Vgl. auch Abb. 4. 
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Abb. 4. Bezeichnungen s. Tabelle VII. Abb. 5. Bezeichnungen s. Tabelle VIII. 


IV. Variation der Apo-Zymasekonzentration. 


In dem untenstehenden Versuch wurde die Konzentration der Apo- 
Zymase variiert. Aus der Tabelle geht hervor, daB bei sehr niedriger 
Apo -Zymasekonzentration die GréBe der Sauerstoffaufnahme von 
dem Phosphatgehalt unabhangig ist. Vgl. auch Abb. 5. 
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Tabelle VIII. 
Wechselnde Mengen Apo-Zymase. In jedem GefaB 0,5 cem Co-Zymase 
(hochgereinigt), 0,4 mg Co-Zymase enthaltend. Die Ansatze im iibrigen 
wie in Tabelle II. K-Na-Phosphat 2 und 10°. Reaktionszeit 3 Stunden. 








a , 
Phosphat Apo-Zymase Verbrauch Phosphat- Apo-Zymase Verbrauch 
konzentration konzentration 
ng emm mg cemm 
a 100 353 { 100 861 
a | 100 445 = 100 S58 
20 » |} 50 299 10°, * 50 448 
| 0) 251 | 50 455 
aa 25 163 ra 25 164 
wi) 25 166 \ 25 170 





V. EBinwirkung von He xosediphosphorsdure. 
Trotzdem erhéhte Phosphatkonzentration die Fraktion I] schont, 
sind Oxydation und Phosphorylierung von der Konzentration der Hexose- 
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Abb. 6. Bezeichnungen s. Tabelle IX. 











diphosphorsaure abhangig (Tabelle IX, Abb. 6). Bei dem héheren 
Phosphatgehalt sind jedoch Sauerstoffaufnahme und Phosphorylierung 
nicht so stark von der Hexosediphosphorsaurekonzentration abhangig 
[vgl. auch (1), Abb. 2]. Ohne Hexosediphosphorséurezusatz sind O,- 
Verbrauch und Phosphatabnahme unbedeutend. 
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Tabelle IX. 
Suspension: Apo-Zymase 1g, 7,5ccm 10% iges K-Na-Phosphat, MgCl, 
15cem und NaF 1,0 cem. In jedem Geta: Suspension 2 cem, Glucose 
0,3 cem, Co-Zymase 30,5 cem und Pyoeyanin 0,2 cem. Wechselnde Mengen 
Hexosediphosphorsiure. Die Ansatze mit dest. Wasser zu demselben 
Volumen aufgefiillt. 





Hexose-di 


yhosphor- Reaktions- Fraktior Ov- 
— zeit : Verbrauch 

cem Std. I Ji Il Jil IL] Jill emm 

" () 0) 28.60 0.3 0,76 
4 27,92 —0,68 1,02 +0,68 0,76 133 
4 28.20 —040 O84 ,+0,50 0,66 143 

b 0,05 0) 28,36 0.86 0,78 
4 ~ || 27,02 1,34) 0.92 |+0,06) 2,06 | + 1,28 750 
4 26,80 —1,56 0,86 (0) 2,3 + 1,56 748 

¢ 0,1 0 28,80 1,02 1,04 
4 26.64 —2,16 0,90 0,12; 3,382 | + 2,28 1055 
4 26,64 2.16) 0,99 0,12; 332 | + 2,28 1110 

d 0.2 0 99:20; — 1,14 1,28 
26,44 2,76 1,10 0,04 4,08 + 2,80 1384 
4 26,20 3,00; 1,46 | + 0,382: 3,96 | + 2,68 1430 

e 0,3 0 29,52 1,28 1,78 
4 26,44 '— 3,08, 1,50 |+ 0,22 464 +2,86 1722 
4 26,80 2,72) 1,56 0,28 4,22 + 2,44 1566 

f 0.6 0 30,89 2.76 2.54 
4 28.06 974;| 1.94 |—0,82) 6,10 3,56 1538 
4 97.92 |—2,88' 2,08 |—0,66! 6,10 | + 3,56 1576 

Tabelle X. 
In jedem GefaiB 0,5 cem Co-Zymase 2. Die Ansatze im iibrigen wie in 


Tabelle Il. K-Na-Phosphat 2%. 





vak- O-- 
~ ai Fraktion ven 
zeit - - brauch 
Std. | 4I II Jil Ill Jill emm 

0,3 com Hexose- 
oe te heme 2.35 141 
diphosphorsiure { 4 | 4.43 | — 1,71| 1,24 |-1,11/ 4,28 | + 2,82) 263 
+0,8ccm dest. |) 4 | 4'51 | — 1,68) 1.20 |—1,15| 4,19 | +2,78) 258 
Wasser 
S Pein 0 | 6,27 4,61 2,29 
eee anne: | 407 —2,20 2,83 —1,78 627 +3,98 317 


ee 


diphosphorsaure | 4.09 218 2.67 194! 641 +412) 3099 

In diesem Versuch wird das Verhalten zweier Ansitze mit 0,3 cem 
Hexosediphosphorsiure (Ansatz a) bzw. 0,6 ccm (Ansatz b) unter- 
sucht. Im letzten Falle ist die Oxydation und Phosphorylierung im 
Verhaltnis zu dem Ansatz a gesteigert. Die Konzentration der Hexose- 
diphosphorsdure ist in dem Ansatz b beim Aufhéren der Sauerstoff- 
aufnahme gréBer als die Anfangskonzentration der Hexosediphosphor- 
siure in Ansatz a. 
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VI. Isolierung des schwer h ydrolysierbaren Phosphateste rs in Fluoridansdtzen 
mit Pyocyanin. 
Vier Ansitze (I bis IV) von folgender Zusammensetzung wurden 
bereitet : 


Apo-Zymase 12g 
Glucose Bastar. gee 1,8 com 
Hesosediphosphorsatire 2.0.66) oe es a SR 
Co-Zymase 3 so... 
Pyocyanin . el gh pe ape uekea| a) oe, ee ey 
Re eat kg, <p Dee ite SA eee ea 2 elect cee 
Nak See aE Ad) ascent ae, aie ak Net 
ee ee 


Zu | und Il 2 °%ige K-Na-Phosphatlésung (etwa 4 mg P pro cem), zu 
IIT und IV 10 %ige (etwa 20 mg P pro cem). I und III wurden zu der Zeit 0 
mit 2,4eem Trichloressigsiure (100 ¢/100 cem) enteiweiBt. In IL und IV 
wurde erst nach 23stiindigem Schiitteln die Reaktion durch Trichloressig- 
saure unterbrochen. Nach Zentrifugierung wurden 2cem zwecks Be- 
stimmung des Orthophosphats abpipettiert. 19 cem wurden zur Isolierung 
des schwer hydrolysierbaren Phosphats entnommen. 1,22 cem 40° iges 
K-Na-Phosphat wurden zu I und II gesetzt, wodurch der Phosphatgehalt 
auf dieselbe GroBe wie in IIT und IV gebracht wurde. Das Orthophosphat 
wurde mit der erforderlichen Menge Mg-Acetat gefallt (etwa 5,50 cem 
30 %ige Lésung mit 10° igem NH,Cl). Die Fallung wurde abfiltriert und 
dreimal mit Wasser gewaschen. Zu dem Filtrat wurden 3 cem 50 °jige 
Ba-Acetatl6sung und so viel absoluter Alkohol gesetzt, daB die Lésung 
zu 50% alkoholisch wurde. Der Niederschlag aus Hexosediphosphorsiéure 
und schwer hydrolysierbarem Phosphat wurde abzentrifugiert und zweimal 
mit absolutem Alkohol und einmal mit Ather gewaschen. Bei 105° ge- 
trocknet. In saurer Lésung ist es nicht méglich, die Phosphoglycerinsaure 
bei dieser Konzentration zu fallen. 

Von den vier Ba-Niederschligen wurden 50 mg abgewogen, in 2 cem 
0.4n HCl gelést (ein kleiner Teil ungelést). Ba wurde mit etwa 2,5 cem 
0,3n H,SO, gefallt und der Niederschlag dreimal mit Wasser gewaschen. 
Das Zentrifugat wurde zu 50cem aufgefiillt. Zur Bestimmung des durch 
dreistiindige Hydrolyse abspaltbaren Phosphats wurden von dieser Lésung 
2cem in n H,SO, hydrolysiert. Das schwer hydrolysierbare Phosphat 
wurde durch Verbrennen von 2cem Lésung mit H,SO, und Perhydrol 
bestimmt. Die Lésung enthielt kein freies Phosphat. Als Differenz des 
Hydrolysewertes und des Verbrennungswertes erhailt man die schwer 
hydrolysierbare Fraktion, die vor allem Phosphoglycerinsiure und Glycerin- 
phosphorsiure umfaBt. In der Tabelle bedeuten alle Zahlen mg P auf 
19 cem enteiweiBter Lésung. 


Tabelle XI. 





Gesamtgewicht des 


‘ : Phosphory- Schwerhydrolysier- 3a-Niederschlag 
Orthophosphat lierung bare Fraktion elinemimeiads 
mg 
I 31,16 0,74 83,5 
9740 | — 376 6.32 + 5,58 959.0 + 175.5 
II 128,2 0,62 76.0 


111,6 — 16,6 15,64 + 15,02 452.8 + 376,8 





eg re meres aap 
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ba 
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VII. Beziehung zwischen Phosphatgehalt und Phosphorylierung im fluorid- 
vergifteten Trockenhefesystem mit und ohne Pyocyanin. 

Auch ohne Pyocyanin tritt eine nicht unbetrachtliche Sauerstoff- 
aufnahme ein, die jedoch durch Pyocyaninzusatz noch sehr gesteigert 
wird (Tabelle X11, Abb. 7). In Anwesenheit von Pyocyanin wiachst 
auch die Phosphorylierung. Im Vergleich mit dem Apo-Zymasesystem 
ist das Trockenhefesystem viel unabhangiger von dem Phosphatgehalt. 


Tabelle XII. 
In jedem GefaB: Trockenhefe 0,2 g, 20 %ige Glucose 0,25 cem, Hexosediphos- 
phorsdure 0,3 cem, 0,2 mol. NaF 0,25cem und K-Na-Phosphat 8,9°, 
variierende Mengen (0 bis 1,0 cem). Mit dest. Wasser zu demselben Volumen 

















aufgefiillt. 
rthophosphe Reaktions- Si deine Oo- 
ar ae , ' oan ‘ Pyocyanin Orthophosphat Verbrauch 
des Versuchs Std. cem emm 
1,92 0 1,92 
& (kein Phosphat 3,5 2 0.55 — 1,37 227 
b zugesetzt) 3.5 0.2 0,46 — 1,46 $12 
6,06 0 — 6,06 
¢ 3,5 —_ | 2,81 — 3,25 409 
d 3,5 0,2 2,32 — 3,74 1110 
10,60 0 — 10,60 
e 3,5 - 6,58 — 4,02 = 
f 3,5 0,2 5,87 — 4,73 1140 
19,46 0 — 19,46 . 
. 3,5 -- 15,91 — 3,55 354 
h 3.5 ),2 14.909 — 4,56 995 Sete 
20 Min.) 
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VILL. Einwirkung von Adenosintriphosphorsdure und Muskeladenylsaure. 

In dem Versuch, der in Tabelle XIV wiedergegeben ist, war die 
Co-Zymase hochgereinigt. Nach Euler, Albers und Schlenk enthalten 
in dieser Weise gereinigte Priparate nur Spuren von Adenylsaure (28). 
Adenosintriphosphorsaure und Adenylsiure kénnen die Co-Zymase 
nicht ersetzen (3). Wenn aber Co-Zymase gleichzeitig zugesetzt wird, 
bewirkt sie eine Steigerung der Sauerstoffaufnahme und Phospho- 
rylierung (Abb. 8 und 9). 

Tabelle XIII. 
Suspension: Apo-Zymase 1 g, 2% iges K-Na-Phosphat 7,5 cem und MgCl, 
15cem. In jedem GefiB: Suspension 2 cem, Glucose 0,3 cem, Hexose- 
diphosphorséure 0,3 cem, Pyocyanin 0,2 cem und NaF 0,2 cem. Adenosin- 
triphosphorséure: 22,6 mg Ba-Salz wurden in 0,15 cem n HCl gelost. Ba 
wurde mit 3,5 cem K,SO,-Lésung, 0,231g K,8O,/100 cem, gefallt und die 
Lésung neutralisiert. 





Reaktions- O»-Verbrauch 


Zusitze zu dem Warburg-Ansatz zeit Orthophosphat 
Std emm 
- er ; - 0 7,90 
a 0,5eem Co-Zymase © + 0,5 cem | ‘ ; = x 
ok Weenie 3 (11 —O0,/9 391 
on ee li 8 7.05 — 0,85 365 
- P 0 8,10 
b 0,5 cem Adenosintriphosphor- | 3 8 iy 9g 
siure + 0.5 cem dest. Wasser es 815 30) 
, ake —— ‘ 
ss ; : s. 0 8.10 
ce 0,5cem Co-Zymase C + 0,5 com | 3 700 1.10 565 
Adenosintriphosphorsaure } ; 7.00 +4 110 579 


Tabelle XIV. 
Suspension: Apo-Zymase 1 g, K-Na-Phosphat, 2- und 10°, 7,5 cem, MgCl, 
15eem und NaF leem. In jedem GefiB: Suspension 2 cem, Glucose 
0,3. cem, Hexosediphosphorsaure 0,3 cem, Co-Zymaselosung (hergestellt aus 
10 mg hochgereinigter Co-Zymase in 12,5 cem dest. Wasser) 0,5 cem und 
Pyocyanin 0,2 com. Muskeladenylsiure: 10 mg/12,5 cem dest. Wasser. 
In den Ansiatzen mit Adenylsaure 0,5 cem dieser Lésung. 





Ortho- ate ” ; Ss 
phosphat no Fraktion Ve. 
am An- zeit brauch 
fang des 
Versuchs Std. I Ji Il Jil Il Jill emm 
a 7,29 0 7,25 1,60 0,98 
3 6,09 — 1,16 0,87 — 0,73 2,82 + 1,89 482 
b 0) 0,4mg Muskel- | 7,39 1.72 0.83 
3 adenylsture || 5 82 — 1,50, 0,99 — 0,73 3,06 |+ 2,23 633 
¢ | 29,35 0 29,35 1,59 1,08 
3 26,60 — 2,75 1,389 —0,29 4,10 + 3,02 1404 
d 3 0,4 mg Muskel 26,38 — 2,97 1,28 0,31 4,34 | + 3,26 1563 


adenylséure 
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Euler, Nilsson und Auhagen (29) haben gezeigt, dab die Garungs- 
geschwindigkeit der Hexosediphosphorsdure durch Zusatz von Muskel- 
adenylsiure gesteigert wird. Es war von Interesse nachzupriifen, in 
welcher Weise die Vergiirung der Hexosediphosphorsaure mit und ohne 
Adenylsiure in Anwesenheit von Pyocyanin beeinfluBt wird. 
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Abb. 8. Bezeichnungen s. Tabelle XIII. Abb. 9. Bezeichnungen s. Tabelle XIV. 


Tabelle XV. 
Suspension: Apo-Zymase 1 g, 2% iges K-Na-Phosphat 7,5 cem und MgCl, 
1dcem. In jedem GefiB: Suspension 2 cem, Hexosediphosphorsiéure 
0,5 cem, Co-Zymase 30,5 cem. Muskeladenylsaiure: 88 mg/10ecem. Phos- 
phatgehalt 8,16 mg P pro Ansatz. 





co.- 
Zusiitze Reaktionszeit Entwicklung 
emm 
8 ee {) 3Std. 10 Min. 1470 
0.9 eem dest. Wasser 18. ff 1505 
0,5 cem Muskeladenylsiure + 0,4cem dest. {| 3 , 10°, 1494 
W asser Dias : cases.” ae 1414 
§ 9 
0,2 cem Pyocyanin + 0,7 cem dest. Wasser : ‘ : : 17H 
0,5 com Muskeladenylsiure + 0,2 cem Pyocyaninf 3 , 10 , 1139 
+ 0,2 cem dest. Wasser Ele Beg A 1173 





de 
D 
cle 


ve 


s¢ 


al 


tt 


cl 














Wirkung von Phosphat auf Oxydation und Phosphorylierung usw. 27 
In einer friiheren Arbeit (1) ist gezeigt worden, daB die Vergarung 
der Glucose in demselben System durch Pyocyanin gehemmt wird. 
Der obenstehende Versuch zeigt, daB auch die Garungsgeschwindigkeit 
der Hexosediphosphorséure in beiden Fallen durch Pyocyanin herab- 
gesetzt wird. 
IX. Nachweis der Sauerstoffaujnahme wdahrend der Induktionsperiode, 
Wenn die Phosphatkonzentration geniigend groB gewahlt wird, 
so ist es moglich, auch ohne Zusatz von NaF die Sauerstoffaufnahme 
wihrend der Induktionsperiode nachzuweisen. 


Tabelle XVI. 
In jedem GefaiB: Apo-Zymase 0,2 g, Glucose 0,3 cem, Hexosediphosphor- 
siure 0,3 cem, Co-Zymase 4 0,5 cem, Pyocyanin 0,2 cem, MgCl, 0,3 cem 
und 40° iges K-Na-Phosphat 1,5cem. Im _ Einsatz 0,3 cem KOH. 
Reaktionszeit 5 Stunden. 





Oo- Os 
Zusiitze Verbrauch Zusiitze Verbrauch 
enm emm 
S71 : 962 
0,2 cem dest. Wasser 


0.2cem Nak 929 oe 963 

Bei diesem hohen Phosphatgehalt ist die Kohlensiureentwicklung 
sehr unbedeutend, und die durch Pyocyaninzusatz erzeugte Sauerstoff- 
aufnahme ist ebenso gut ohne NaF mebbar wie in Anwesenheit von NaF. 
Die GréBe des O,-Verbrauchs ist in beiden Fallen dieselbe. Ein Ansatz 
mit dem in diesem Versuch benutzten hohen Phosphatgehalt hat also 
denselben Charakter wie ein Ansatz mit niedrigerer Phosphatkonzen- 
tration + NaF. 

NX. Zusatz von Acetaldehyd zu Garungsansdtzen mit viel Phosphat. 

Es war zu priifen, wie die durch erhéhten Phosphatgehalt gehemmte 
Garung durch Acetaldehydzusatz beeinfluBt wird. Aus der Tabelle XVII 
geht hervor, daB durch Acetaldehydzusatz die Garung ein wenig ge- 
férdert wird. Die durch den hohen Phosphatgehalt bewirkte Hemmung 
der Dephosphorylierung der Phosphobrenztraubenséure bleibt indessen 
bestehen, und dadurch wird die CO,-Entwicklung auf einem sehr 
niedrigen Wert gehalten. 

Tabelle XVII. 
Ansitze wie in Tabelle XVI, jedoch ohne Pyocyanin. Reaktionszeit 
4 Stunden. 





O.-Ver- C Og-Ent- O.-Ver- C Oo-Ent- 
Zusiitze brauch wicklung Zusitze brauch wicklung 
emm emm emm emm 
0,38 cem dest. 0,3 cem 2,5 °,,iges 


Wasser... 146 144 Acetaldehyd 124 203 
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NI. Zusatz von Nak zu Gdrungsansdtzen mit Pyocyanin., 

NaF wurde zu Garungsansatzen mit Pyocyanin zugesetzt, wahrend 
die Garung noch in vollem Gange war. Die Sauerstoffaufnahme ist 
sehr unbedeutend (Abb. 10). Nach Co-Zymasezusatz tritt eine kleine 
Steigerung ein. Wenn NaF vor dem Einkippen der Glucose, Hexose- 
diphosphorséiure und des Pyocyanins zugesetzt wurde, machte die 
Sauerstoffaufnahme wahrend 3 Stunden 378 cmm QO, aus. 


Tabelle XVITI. 


Suspension: Apo-Zymase |g, 2 %iges K-Na-Phosphat 7,5 ccm und MgCl, 

15ecem. In jedem GefaB: Suspension 2 cem, Glucose 0,3 cem, Hexose 

diphosphorsiure 0,3 cem, Co-Zymase C 0,5 cem, Pyoecyanin 0,2 cem und 

dest. Wasser 0,4ccem. Alle Zusitze wurden im Hauptraum gemacht. 

Montierung der GefaiBe und Temperaturausgleich beanspruchten etwa 

25 Minuten. Nach dem Temperaturausgleich wurde nach verschiedenen 
Zeiten 0,3cem Nak zugesetzt. 





O»-Verbrauch nach Zusatz von 
0,3 cem Fluorid x - NaF in emm 
zugesetzt pach 














60 Min. 120 Min. 180 Min 
a O Min. (unmittelbar Pos. Druck wahrend | 
nach dem Tempera- 10 Min. nach dem 108 147 158 
turausgleich) Zusatz von Nak 
b 30 Min. Pos. Druck wahrend |} 90 . 
20 Min. ieee “ 
c 50 , Pos. Druck wahrend | 9g ; 
: : 25 36 
30 Min. , 2 9 
d BO 56 Pos. Druck wahrend © | 15 
30 Min. | ; 
cmml 
a! 
ae | 
Pall 
| 700 > t t T 
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Abb. 10. Bezeichnungen s. Tabelle XVIII. 


Die Pfeile markieren den Zeitpunkt. in welehem 0,5 ccm Co-Zymase C zugesetzt wurden. 


XII. Die Phosphorylierung ohne Pyocyanin bei variiertem Phosphatgehalt. 


Die GréBe der Phosphorylie: ungsgeschwindigkeit ist vom Phosphat- 
gehalt unabhangig. Die Sauerstoffaufnahme ist in Abwesenheit von 
Farbstoff sehr unbedeutend. 
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Tabelle XIX. 
In jedem GefaB: Apo-Zymase 0,2 g, Glucose 0,3 cem, Hexosediphosphor- 
siure 0,3 eem, Co-Zymase 2 0,5 cem, MgCl, 0,3 cem, NaF 0,2 cem und 
K-Na-Phosphat, 2, 4 und 10%, 1,5 cem. 





Orthophos- 


ar as ‘ : Fraktion O»- 
ae. | Verbiauch 
Versuchs I ji Il Jil II! Jill emm 

7.95 Oh 7.95 1,15 1,23 
| 7.33 0.62 0,65 0,50 235 +1,12 18 

13,72 0 13,72 1,13 1,85 
1 50 13,12 060 O85 —0,28' 2.73 + 0,88 24 

31,94 0 31.94 O.S6 3,26 
1 50 31,36 0.58 0,70 016 4,00 + 0,74 28 


Tabelle XX. 


Zwei Ansitze, A mit 2° jigem, B mit 10° jigem Phosphat, wurden wie folgt 

bereitet: Apo-Zymase 1,2 g, Glucose 1,8 cem, Hexosediphosphorséure 

1.8cem, Co-Zymase 3 3,0cem, MgCl, 1,8cem, NaF 1,2 cem, K-Na- 

Phosphat 9,0 cem und dest. Wasser 1,2 cem. Von diesen Gemischen wurden 
nach verschiedenen Zeiten 2 cem enteiweibt. 


Alle Zahlen in mg P pro 2cem der Suspension. 








Orthophosphat Reaktions- Orthophosphat Reaktions- 
am Anfang zeit Orthophosphat am Anfang zeit Orthophosphat 
des Versuchs Std. des Versuchs Std. 
0 4.64 0 19,10 
BS 421 —0,43 3 18,63 0,47 
4.64 6 4,43 0,21 19,10 6 18,38 0,72 
| 11 4.64 0 | 11 18.81 -— 0,29 
24 4.96 + 0,82 24 19,15 + 0,05 


Nach 3 Stunden ist die Phosphorylierung in A und B dieselbe. In A 
tritt nach dieser Zeit eine Dephosphorylierung ein. Die Phosphorylierung 
in B hort erst nach etwa 6 Stunden auf, wonach auch hier eine De- 
phosphorylierung eintritt. Die Co-Zymase wird also auch im System 
ohne Pyocyanin durch erhéhte Phosphatkonzentration geschitzt. 

Die folgende Versuchsanordnung zeigt dasselbe: 


Ansitze ohne Pyocyanin mit niedrigem und hohem Phosphatgehalt 
wurden geschiittelt. Nach verschiedenen Zeiten wurde 0,2 cem Pyo- 
cyanin zugesetzt und die Sauerstoffaufnahme gemessen. Die Grobe 
der Oxydation ist ein MaB der noch in aktiver Form vorhandenen 
Co-Zymase (3). Aus der Tabelle und Kurve (Abb. 11) geht hervor, daB 
bei niedrigerer Phosphatkonzentration die Co-Zymase nach 3 Stunden 
inaktiviert ist, wihrend mit der héheren Phosphatkonzentration noch 
nach 3 Stunden eine kraftige Sauerstoffaufnahme erhalten wird. 
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Tabelle XXI. 


In jedem GefaB: 


Apo-Zymase 1g, K-Na-Phosphat, 2 und 
MgCl, 1,5cem und NaF 1,0 cem. 
Glucose 0,3 cem, Hexosediphosphorséure 0,3 eem und Co-Zymase 40,5 cem. 


10%, 7,5 ccm, 


Suspension 2 ccm, 




















0,2 cem Reaktionszeit Oo-Verbrauch 
Phosphat- Pyocyanin nach Pyocyanin- | nach Pyocyanin- 
konzentration zugesetzt zusatz zusatz 
nach Std. Std. emm 
529 
. ‘ 529 
2% 2 b 2 ; , 233 
105 
. » 
i 103 
1473 
d 1 4 1529 
1183 
0° e 9 Sots 
ads 4 1176 
; ‘ 835 
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Abb. 11. Bezeichnangen s. Tabelle XXI1. 
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Tabelle XXII. 
In jedem GefaiB: Apo-Zymase 0,2 g, Glucose 0,3 com, Hexosediphosphor- 
siure 0,3cem, Co-Zymase 2 0,3cem, NaF 0,2cem, MgCl, 0,3cem und 
K-Na-Phosphat, 2 und 10%, 1,5 cem. 





Orthophosphat CO. Orthophosphat 


am Anfang Reaktionszeit 2 am Anfang Reaktionszeit C03 

des Versuchs emm des Versuchs emm 
8,07 Oh 31,63 Oh 

2 56’ 31 2 55’ 22 

2 355 30 2 55 26 


Die CO,-Entwicklung ist durch die zugesetzte Fluoridmenge voll- 
standig unterdriickt. 
Tabelle XXIII. 
In jedem GefiB: Ansitze wie in Tabelle XXII. Statt Hexosediphospnor- 
siure 0,3 cem dest. Wasser. 





Ortho- Ortho- 

phosphat Oo- phosphat Oo- 
am Reaktions- Ortho- Ver- am Reaktions- Ortho- Ver- 
Anfang zeit phosphat brauch}| Anfang zeit phosphat brauch 
des des 

Versuchs emm | Versuchs emm 
6,42 Oh 6,42 31,48 Oh 31,48 
2 55’ | 6,22 |-0,20; 17 2 55’ 31,83'+ 0,385 6 





Ohne Hexosediphosphorsaurezusatz tritt keine Phosphorylierung ein. 
XIII. Vergleich zwischen der Oxydation und Phosphorylierung mit Pyocyanin 
und Methylenblau in Luft und in reinem Sauerstoff. 

Methylenblau ist beziiglich seiner Wirkung auf Oxydation und 
Phosphorylierung Pyocyanin unterlegen (1). Diese Verschiedenheit der 
beiden Farbstoffe bleibt auch bei 





erhéhter Phosphatkonzentration Po 
und in reinem Sauerstoff bestehen me 
(Tabelle XXIV, Abb. 12 und 13). “ La 
Pyocyanin wird also nicht schneller 300 an 

) 


als Methylenblau oxydiert. Bei 
beiden Farbstoffen ist in reinem , 
Sauerstoff zu Beginn des Versuchs | 200 fo 
eine kleine Beschleunigung der @ 
Sauerstoffaufnahme zu bemerken. 
Die Erhéhung des O,-Verbrauchs 100 Hy 
ist in beiden Fallen dieselbe und | 
groBer bei erhéhtem Phosphat- y 
gehalt. Sie tritt mit Pyocyanin 











» ; , 0 7 Fs JStd 
friher ein als mit Methy lenblau Abb. 12. Ansdtze mit 2°/,iger Phosphat- 
und erreicht ihr Maximum, wenn lésung: a) Pyocyanin O2, b) Pyocyanin 

° = Luft, c) Methylenblau O,, d) Methylen- 
durch beide Farbstoffe annaihernd yas ‘ 
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Sauerstoff- 





600 /- -, 


400 





4;  dieselbe 
rae menge iibertragen wor- 


od den ist. Aus den 


Kurven ist ersichtlich, 
daB die Oxydation in 
dem Ansatz mit héherer 
Phosphatkonzentra- 
—- tion in reinem Sauer- 
stoff friiher abnimmt. 
In dem Ansatz mit 
Pyocyanin, wo die 
_ Hemmung groBer ist, 
1  tritt eine Ver- 
minderung der Phos- 
phorylierung ein. 


auch 


Abb. 13. 
Ansiitze mit 10°/,iger Phos- 
phatlisung. Bezeichnungen 
s. Abb. 12. 
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Tabelle XX 
In jedem GefiB 0,5 cem Co-Zymase 2. 


¥ Sta 


IV. 


Ansitze im iibrigen wie in 


Tabelle IT. 





0,2cem Pyocyanin 





0,2cem Methylenblau 








Ortho- | ary 
eH | Luft Os Luft Oo 
phosphat!) Reak- : Reak- : 
‘fang || tiOmS- |} 2 Le tions- || L= ae 
Atos’ || zet || Ss | gest 23 zeit || 52 | 3 S24 
Versuchs | Ss |ESSS | Bs SE 1 a3 \f 
‘es Ogan |) © ~ = © = 
emm ha emm emm emm 
6,31 20’ 108 126 lh 96 | 111 
8h || 350} 1,53 | 373{ 1,60 |3 177 | 1,66*| 182 | 1,60 
339 1,62 336 1,49 166 | 1,64 180 | 1,56 
30,09 | 30’ 240 297 1 30’) 246 | 316 
4h |1005| 3,32 | 722) 2,72 ||4 540 | 1,90 | 522} 2,00 


* In diesem Falle liegt bei niedrigem Phosphatgehalt kein Unterschied zwischen den 
Phosphorylierungswerten mit Methylenblau und Pyocyanin vor. Wahrscheinlich haben in den 
Ansitzen mit Methylenblau die Dismutationsprozesse die durch den Pyocyaninzusatz ge- 
steigerte Phosphorylierung ganz kompensieren kénnen, da der totale O.-Verbrauch in diesem 
Falle nicht grofi war. Bei héherem Phosphatgehalt dagegen, bei dem die Sauerstoffaufnahme 
stark gesteigert ist, tritt die Verschiedenheit zwischen Methylenblau und Pyocyanin auch 
in bezug auf ihre Wirkung auf die Phosphorylierung deutlich zutage. 
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XIV. Vergleich zwischen der Reduktionsgeschwindigkeit des Pyocyanins und 
Meth ylenblaus. 


Die Reduktion des Pyocyanins erfolgt schneller als die des 
Methylenblaus bei sowohl niedriger als hGherer Phosphatkonzentration. 


Tabelle XXV. 
Suspension: Apo-Zymase | g, Glucose 1,5 cem, Co-Zymase 1,5 cem, MgCl, 
1,5cem, NaF 1,0cem und K-Na-Phosphat 7,5 ccm. In jeder Thunberg- 
Rohre 3 ccm Suspension. Zu der Zeit 0 wurden 0,3 cem Hexosediphosphor- 
siure und 0,5 cem Pyocyanin oder Methylenblau, 1/2500, eingekippt. 

si i » rr » 9GO 

emperatur 26". 





2 °/,iges Phosphat 10 °/oiges Phosphat 


: ) ylen- : Methylen- 
Pyocyanin fethylen Pyocyanin fethylen 


blau blau 

Hntfirbungszeiten in Min. 
Suspension nicht verdiinnt. . . 1,5 4,5 4 5 
Suspension 1:2 verdiinnt . . . 11 54 5.5 9 


XV. Die Einwirkung von Brenztraubensdure, Meth ylglyoxal und Acetaldehyd. 

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs in Anwesenheit von Brenz- 
traubensaure ist nicht méglich, da die Decarboxylierung sehr kraftig 
ist. Auch in dem Ansatz mit Methylglyoxal tritt eine kleine Decarboxy- 
lierung ein. Das Praparat reagierte sauer und war wahrscheinlich zum 
Teil zu Brenztraubensdiure oxydiert. Im spateren Teil des Versuchs, 
als die CO,-Entwicklung aufgehért hatte, war der O,-Verbrauch gering 
wie bei Anwesenheit von Acetaldehyd. Die Phosphorylierung ist in 
siimtlichen Fallen unbedeutend. 


Tabelle XXVI. 


Lésung: K-Na-Phosphat m/4, py 6,2, 5,00 cem, NaF 1 eem, MgCl, 2 cem 

und dest. Wasser 2ccm. In jedem GefaiB: Lésung 2 cem, Apo-Zymase 

0,2 g, Glucose 0,3 cem und Pyocyanin 0,2cem. Brenztraubenséure 5%, 
neutralisiert. Acetaldehyd 5%. 





Reaktions- O2- 
zeit Orthophosphat Verbrauch 
Std. emm 
| 0 7,19 
Ohne Zusatz 2,5 7,06 — 0,13 22 
i: 710 —0,09 21 
l 0 7.19 
0,3 cem Brenztraubensiure 2.5 7,05 a= (94 
l) 95 6,98 — 0,21 
0 7,19 
0,3cem Acetaldehyd - 2,5 6,89 — 0,30 50 
\) 25 6,86 — 0,33 56 
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Tabelle XXVII. 


Ansitze wie in Tabelle XXVI. Brenztraubenséiure 10%, neutralisiert. 


Methylglyoxal 1,5 %. 





0,3 eem Hexosediphosphorsiure 


0,3 cem Brenztraubensiure - 


0,3 cem Methylglyoxal - 


Oo- 
Zeit Orthophosphat Verbrauch 
emm 
Oh 9,41 
4 26’ 8,34 | — 1,97 564 
4 20 8,43 — 0,98 486 
| 0 7,63 
- 4 4 20 7,35 — 0,98 : 
l) 4 20 742 § —0,21 ee 
ji) O 7,63 
- <i 4 20 7,50 — 0.13 
\ 4 20 7,42 — 0,21 


XVI. Einwirkung von py-Anderungen auf Oxydation und Phosphorylierung. 


Bei pu 4,9 des zugesetzten Phosphatpuffers sind die Sauerstoff- 
aufnahme und Phosphorylierung bei niedrigem und hohem Phosphat- 


Tabelle XXVIII. 


In jedem Gefaif 0,5 eem Co-Zymase 2. Ansiitze im tibrigen wie in Tabelle IT. 
Die Puffer wurden durch Mischung von K H,PQ,- und Na,HPO, + 2 H,O- 


Lésungen (2- und 


10 %ige Lésungen von beiden) bereitet. 





Ortho- 
phosphat Reak- 
Pru | am Anfang! tions- 
} des zeit 

| Versuchs 


a |49| 8,89 oy 
b58/ 315 {1 9 5 
¢ /59| 7,78 {| 2 5 
d |66) 7,40 1] : ne 
e|72/ 7,11 | : 
f 49! 9398 {1 > 59 
g 53; 3388 || 2 ,. 
h /59| 32,56 {| 9 ., 
i | 62 81,60 {1 9 59 
cies! — ini 

1 |7,2 27,76 os 


Fraktion 


| O»o- 
en ee Ne Ee rn ee 
I 41 II 4il Ill Jill 
. emm 
8,39 | 1,12 | 1,33 
7,54 — 0,85) 0,80 | — 0,32, 2,06 + 0,73 159 
8,15 : 
7,27 |\— 0,88 0,68 ~ 0,44 2,83 + 1,50 197 
7,73 
6,98 —0,75| 0,65 — 0,47 2,74 | + 1,41 231 
7,40 
6,57 |— 0,83 0,49 — 0,63) 8,03 +1,70 296 
7,11 
5,71 — 1,40) 0,52 — 0,60 3,18 +1,85 407 
33,38 1,23 | 3.46 
32,58 —0,80 1,02 —0,21/4,24 +0,78 195 
|| 33,38 
32,56 — 0,82 1,18 — 0,05) 4,34 +0,88 235 
32.56 
31,60 —0,96 0,96 —0,27'4,94 +148 428 
31,60 
30,16 — 1,44 0,94 — 0,29 512 +166 553 
_ ee ee ee ee ee 755 
27,76 
94,52 —3,24/0,82/—0,41 7,16 +3,70 835 
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gehalt etwa dieselbe (Tabelle XXVIII, Abb. 14). 


Die Sauerstoffauf- 


nahme setzt im letzten Falle erst nach einer Induktionsperiode ein. Mit 


steigendem pu wachsen Oxydation und Phosphorylierung, am starksten 


in den Ansatzen mit viel Phosphat. 


Dies ist eine Mitteilung aus der 
von der Rockefeller Foundation unter- 
stiitzten Forschungsgemeinschaft fiir 
experimentelle Biologie der Universitat 
Stockholm. Herrn Prof. J. Runnstrém 
und Herrn Dr. R. Nilsson sage ich 
meinen Dank fiir Anregungen und Rat - 
schlage, Fraulein FE. Klussman und 
Frau Astri Runnstrém fiir Hilfe bei 
der Ausfiihrung der Versuche. 
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Uber den Einflu6 der Milchsiure 
auf die Gehirnatmung der Siugetiere bei Avitaminose B, *. 
Von 
P. E. Galvao und J. Pereira. 
(Aus dem Instituto Biologico in Sao Paulo, Brasilien.) 
(Eingegangen am 23, Oktober 1936.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Zusammen mit Florence (1) hat der eine von uns im Jahre 1932 (1) 
und dann 1934 (2) mitgeteilt, daB die Beschleunigung der Reduktion 
von Methylenblau dutch Lactat im Gehirn von Hiihnern bei Avita- 
minose B gestért oder sogar aufgehoben ist. Diese Erscheinung war 
besonders deutlich in den lobi optici, pedunculi cerebri und in der medulla 
oblongata. Kurz danach und unabhangig von uns bestatigten Gavrilescu, 
Meikeljohn, Passmore und Peters (3), daB der Verbrauch von Sauerstoff 
in diesen Teilen des Gehirns der Avitaminose-Tauben in Gegenwart 
von Lactat geringer ist. 

Martino (4) (5) hat dariiber berichtet, daB bei der Taube die den 
sensitivomotoren Zentren des Hundehirns funktionell analogen Zentren 
sich nicht im Grof8hirn, sondern in den lobi optici befinden. Zu gleichen 
Ergebnissen sind Popa und Popa (6) gelangt. Dies hat uns veranlaBt 
zu priifen, ob dementsprechend der Sitz der oben erwahnten Stérungen 
bei Saugetieren in der motorischen Zone des GroBhirns liegt. 

Unsere Versuche wurden mit erwachsenen Ratten angestellt. Die 
Beriberi wurde durch Ernahrung mit der nach Sherman und Sandals (7) 
modifizierten Kost von Sherman und Spohn hervorgerufen, bei welcher 
nur das Vitamin B, fehlt. Einige Tiere wiesen die klassischen Symptome 
mit groBer Intensitat auf, bei anderen waren dieselben weniger ausgesprochen 
und wiederum bei anderen traten keinerlei klinische Erscheinungen auf. 
Sie blieben durchschnittlich 54 Tage am Leben und verloren dabei 43,1 % 
an Gewicht. Kurz vor dem natiirlichen Tode wurde den Tieren der Kopf 
abgeschnitten. Nach schneller Offnung des Schaidels und Abtrennung der 
lobi olfactori wurde das vordere Drittel des GroBhirns [wo nach Ferrier (8) 
der Sitz der Hauptbewegungszentren bei den Ratten sein soll] und der 
Hirnstamm zur Untersuchung herausgeholt, wahrend das Kleinhirn von 
der Betrachtung ausgeschlossen wurde. 

Das vordere Drittel des GroBhirns und Hirnstammes wurden getrennt 
und auf einem in Wasser auf 40° erwirmten Spatel, auf welchem sich ein 
Tropfen Ringerlésung befand, mit Hilfe einer Messerklinge zu einer gleich- 
maBigen Masse zerquetscht. Wir magen den Verbrauch an Sauerstoff 
einmal ohne, dann mit Zusatz von Lactat, und zwar mit GroBhirnbrei wie 


* Uber diese Ergebnisse wurde vor dem XV. Internationalen Physio- 
logenkongref in Leningrad (14. Juli 1935) berichtet. 
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auch mit dem Hirnstamm. Zu diesem Zwecke wurde die Masse in zwei Teile 
geteilt, die sofort in die Trége des Warburg-Apparates verteilt wurden. Ein 
Trog erhielt 1 cem Ringerlésung, der andere 0,9 cem Ringerlésung und 0,1 cem 
m/2-Lactat. Auer diesen vier Trégen mit Gewebebrei diente ein weiterer, 
mit nur leem Ringerlésung gefiillt, als Thermobarometer. Die benutzte 
Ringerl6sung war arm an Bicarbonat. Darauf wurden die Trége mit den 
Manometern verbunden und in den Thermostaten eingetaucht. Diese Opera- 
tionen beanspruchten etwa 15 Minuten, von der Tétung des Tieres an 
gerechnet. 

Wir befolgten in allen Einzelheiten die von Warburg angegebene Technik 
(9), wobei wir die im Jahre 1924 von ihm verwendeten Trége benutzten (10). 
Die Kohlenséure wurde von 5 %iger Kalilauge, mit welcher ein kleiner, an 
einem Glaskonus am Ende des Manometers angebrachter Filterpapierkonus 
durehtrankt war, absorbiert. ¢ = 40°. Die Ablesung erfolgte alle 15 Minuten, 
und zwar erstmals eine Viertelstunde nach Versuchsbeginn, nachdem 
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Abb. 1. 
Ratte 1: Ratte 2: 

—_—- Grofbhirn ohne Zusatz ——- Girofhirn ohne Zusatz 
———- Grofhirn mit Lactatzusatz ——— Grofhirn mit Lactatzusatz 
~-----+ Hirnstamm ohne Zusatz <==<--- Hirnstamm ohne Zusatz 


——-—— Hirnstamm mit Lactatzusatz —-— Hirnstamm mit Lactatzusatz 


Ratte 3: 
——— Grofhirn ohne Zusatz 
=~==<=: Grofhirn mit Lactatzusatz 
-e<=>~=s Hirnstamm ohne Zusatz 
ew=-=e« Hirnstamm mit Lactatzusatz 
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Temperaturausgleich eingetreten war. Nach SchluB der Versuche (meist 
nach 2 Stunden) wurde der Inhalt der Trége in ein Wageglas iibergespiilt, 
wahrend 12 Stunden bei 95° getrocknet und auf 0,01 mg gewogen. Das 
Trockengewicht des Gewebes ergab sich nach Abzug des Gewichtes der 
Salze der Ringerlésung und des Lactats, soweit diese vorher zugefiigt 
waren. Die Menge Lactat, die waihrend des Versuchs oxydiert wird, kann 
vernachlassigt werden, da die Menge des untersuchten Gewebes (10 bis 
25 mg Trockengewicht) auBerordentlich klein ist. 

Die in den Kurven enthaltenen Zahlen iiber den Verbrauch an Sauer- 
stoff beziehen sich auf 1 mg Trockengewebe. 
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Abb. 2. 
Ratte 1: » Ratte 2: 
—____ «~Grofhirn ohne Zusatz —— Groshirn ohne Zusatz 
—_—— Grofhirn mit Lactatzusatz ——— Grobhirn mit Lactatzusatz 
_-----. Hirnstamm ohne Zusatz ------- Hirnstamm ohne Zusatz 


—__-_— Hirnstamm mit Lactatzusatz ——-— Hirnstamm mit Lactatzusatz 


Ratte 3: 
eee Grobhirn ohne Zusatz 
sweeee Grobhirn mit Lactatzusatz 
-=seeeeee Hirnstamm ohne Zusatz 
«=== Hirnstamm mit Lactatzusatz 


Ergebnisse. 


1. Normale Ratten. Lactat ruft eine betraichtliche Vermehrung des 
Sauerstoffverbrauchs, sowohl im GroBhirn als auch im Hirnstamm 
hervor, und zwar gleich in den ersten Minuten des Versuchs (Abb. 1 
und 2). In einem einzigen Fall (der graphisch nicht dargestellt ist) 
wurde eine Atmungsbeschleunigung durch die Milchsaéure erst nach 
30 Minuten hervorgerufen. 
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2. B-frei ernthrte Ratten. Von 12 Versuchstieren hatten 10 nervése 
Symptome, 2 Tiere zeigten keinerlei Krankheitssymptome. 

a) Ratten mit nervisen Symptomen. Die Stérungen (Paralysie 
und Kontraktur der Fie, Kérperrollen, Hin- und Herwiegen, Opistho- 
tonus, Pleurothonus usw.) stellten sich in den meisten Fallen mit groBer 
Intensitét ein. 

Bei 6 Ratten dieser Gruppe war der EinfluB des Lactats auf die 
Atmung im vorderen Drittel des GroBhirns sehr gering, fast Null. Im 

















77 
a 
10 } } tp 
“a 
9g ees 
‘i a 
S68 we. t ae 
s A ae. 
S7 : < 
S i ae 
S 
6 
Ss 
& 
Nad 
& 
x 
"sg 4 
S 
S3 
2 
7 
0 5 30 45 60 76 C7) 105 Min. 120 
Abb. 3. 
Ratte 1: Ratte 2: 
—_—-_- Grobhirn ohne Zusatz —— Grobhirn ohne Zusatz 
——— Grofhirn mit Lactatzusatz ——— Grobhirn mit Lactatzusatz 
ee Hirnstamm ohne Zusatz ------- Hirnstamm ohne Zusatz 
—-—. Hirnstamm mit Lactatzusatz —-— Hirnstamm mit Lactatzusatz 
Ratte 3: 


=————— Grobhirn ohne Zusatz 
—=<== Grofhirn mit Lactatzusatz 
-sssseees Hirnstamm ohne Zusatz 
——--=== Hirnstamm mit Lactatzusatz 


Hirnstamm dagegen war, mit Ausnahme von einem Fall, die vom Lactat 
hervorgerafene Beschleunigung der Atmung innerhalb normaler Grenzen 
(Abb. 3 und 4). 

Bei den 4 anderen Ratten war der EinfluB des Lactats normal. Bei 
diesen 4 Ratten hatten wir kleinere Mengen GroBhirn entnommen als 
in der vorhergehenden Gruppe, so daB wir anzunehmen geneigt sind, 





= 


a a ee a Tn ran 
- pawn ohcons oro tam 


raed 


rere 


; 
ii 
8 





140 P. E. Galvao u. J. Pereira: 


daB wir dabei nicht bis zu geschadigten Bezirken des GroBhirns vor- 


gedrungen waren. 


b) Ratten ohne nervise Symptome. 


Bei diesen beiden Ratten 


(Abb. 5) hat das Lactat eine normale VergréBerung der Atmung des 
vorderen Drittels des GroBhirns hervorgebracht. Dagegen war die 
Beschleunigung im Isthmus gleich Null oder sehr gering. 
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Abb. 4. . 
Ratte 1: Ratte 2: 


GroBbhirn ohne Zusatz ——- = 
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Ratte 3: 


GroBhirn ohne Zusatz 
GroBfhirn mit Lactatzusatz 
Hirnstamm ohne Zusatz 
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Um die Frage zu entscheiden, ob bei Avitaminose B, der Ratten 
die Atmung des Gehirns ohne Zusatz eines Substrates vermindert 
wird oder nicht, bediirfte es einer gréBeren Anzahl von Versuchen, da 


die Schwankungen sehr betrachtlich sind. 
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Zusammenfassung. 

1. Aus unseren Versuchen geht hervor, da in der cerebralen 
Bewegungszone der Ratten mit typischen Erscheinungen der Avita- 
minose B das Lactat keine oder fast keine Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs hervorruft. Im Hirnstamm dagegen verhilt sich die Wirkung 
des Lactats wie bei normalen Fallen. 
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Abb. 5. 
Ratte 1: Ratte 2: 

—— Grofhirn ohne Zusatz —— Grofhirn ohne Zusatz 
——— Grofhirn mit Laectatzusatz ——— Grofhirn mit Lactatzusatz 
------- Hirnstamm ohne Zusatz = -—=«--- Hirnstamm ohne Zusatz 


—-— Hirnstamm mit Lactatzusatz —-—— Hirnstamm mit Lactatzusatz 


2. Bei gleichfalls ohne Vitamin B ernahrten Tieren, die aber keine 
Avitaminosesymptome aufweisen, verhalt sich die cerebrale Bewegungs- 
zone normal in Gegenwart von Lactat. In diesen Fallen ist die EinfluB- 
losigkeit des Lactats auf die Intensitat der Atmung des Hirnstamms 
auffallend. 


3. Die Stérung des Stoffwechsels wird also von typischen nervésen 
Erscheinungen begleitet, wenn sie ihren Sitz in den Bewegungszentren 
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hat. Bei Végeln treten diese Symptome in Erscheinung, wenn die 
Stérungen am Hirnstamm lokalisiert sind, bei Saiugetieren hangen sie 
dagegen mit Stérungen der Bewegungszentren des GroBhirns zusammen. 
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Zur Oxyproteinsiurenbestimmung 
im Harn und deren diagnostische Bedeutung. 


Von 
B. Lustig und K. Tiichler. 


(Aus dem Laboratorium der Pearson-Stiftung in Wien.) 


Eingegangen am 5. November 1936.) 


Im Jahre 1892 fand Tépfer (1), daB im Harn neben den bekannten 
N-haltigen Substanzen weitere N-haltige Kérper vorhanden sind, deren 
Menge bei pathologischen Zustainden, besonders bei Carcinom, stark an- 
steigt. Die Eigenschaften dieser unbekannten N-und S-haltigen Korper 
erwiesen sich zum GroBteil identisch mit den Eigenschaften der spater 
von Gottlieb und Bondzynski (2) aus dem Harn isolierten Oxyprotein- 
sauren. 

Seit Gottlieb und Bondzynski haben zahlreiche Autoren, besonders 
Firth und seine Mitarbeiter (3), Ginsberg (4), Salomon und Sachsl (5), 
Gawinski (6), Kojo (7), Damask (8) u.a. Bestimmungsmethoden fiir die 
Oxyproteinséuren ausgearbeitet und ihre diagnostische Bedeutung zu er- 
griinden versucht. Die beziiglich der Menge der Oxyproteinsiuren in nor- 
malen und pathologischen Harnen, sowie beziiglich der chemischen Eigen- 
schaften derselben mitgeteilten Ergebnisse sind unterschiedlich. Die von 
den verschiedenen Autoren gefundenen Oxyproteinsiurewerte schwanken 
zwischen 1,4 bis 6,8°% dps Gesamt-N. Der N-Gehalt der Oxyproteinsauren 
betragt je nach der Art der Untersuchung 6,7 bis 20%. Gleich starke 
Schwankungen sind auch beim Schwefelgehalt der Oxyproteinséuren zu 
beobachten. Nach Freund und Sittenberger-Krafft (9) und nach Edlbacher (10) 
sind in der Oxyproteinsiure Substanzen enthalten, welche bei Hydrolyse 
Harnstoff abspalten. Nach diesen Befunden ist es wahrscheinlich, daS unter 
dem Namen der Oxyproteinsiure eine Mischung verschiedenartigster 
Kérper bestimmt wird. Eine der Ursachen der Differenzen liegt auch darin, 
daB fast alle verwendeten Methoden auf der urspriinglichen Bestimmung 
von Gottlieb und Bondzynski basieren, bei welcher in wechselndem Mabe 
auch die Harnkolloide mitbestimmt werden. Diese bilden aber nach 
Salkowski (11) schon im normalen Harn 3,23° des Gesamt-N, bei Er- 
krankungen ist ihre Menge vermehrt. Bei fast allen diesen Methoden 
gelingt es nur in den seltensten Fallen bei Parallelbestimmungen iiberein- 
stimmende Werte zu erhalten, davon abgesehen, daB alle diese Methoden 
groBe Harn- und Reagenzienmengen erfordern und ihre Durchfiihrung 
verhaltnismaBig kompliziert ist. Dasselbe gilt auch fiir die besonders oft 
verwendete und modifizierte Methode von Firth (3) und Mitarbeitern. Bei 
dieser Methode wird der Harnstoff durch Urease in Ammoniak umgewandelt 
und entfernt. Beziiglich der Schwierigkeit dieser Methode sowie der zahl- 
reichen Fehlerquellen bei ihrer Ausfiihrung sei auf die Angaben von Weif- 
berg (12) aus dem Frthschen Institut verwiesen. Nach Weifberg gelingt 
es oft trotz neuer Fermentzugabe und weiterer Verdiinnung des Harns 
auch nach langerem Zeitraum nicht, den gesamten Harnstoff zu vergiren. 
Da die Vergirung bei Brutschranktemperatur durchgefiihrt wird, tritt 
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trotz des zugesetzten Toluols oft Zersetzung des Harns ein. Eine weitere 
Fehlerquelle ist die Menge des zugegebenen Baryts usw. 

Aus diesen und weiteren Griinden bezeichnet WeiBberg die Firth -Methode 
als eine, ,,die wohl zu einer Orientierung iiber die Menge der Oxyproteinsaure 
im Harn oder zu praparativer Darstellung derselben geeignet ist, voraus- 
gesetzt, daB gute Ureasepriparate vorhanden sind und alle Fehlerquellen 
vorsichtig vermieden werden*’. Sie ist aber nicht geeignet, Differenzen 
zwischen normalen und pathologischen Harnen aufzuzeigen. Auch Férth 
betont in der letzten Auflage seines Lehrbuches (13), daB die sogenannte 
Oxyproteinsiurefraktion eine Gruppe verschiedenster Substanzen ist, von 
deren chemischen Charakterisierung wir noch sehr weit entfernt sind. Diese 
Ergebnisse bilden eine teilweise Erklarung fii die von verschiedenen Autoren 
gefundenen Differenzen im Gehalt der Oxyproteinséure im Harn, sowie de1 
Differenzen in ihrer chemischen Zusammensetzung. Es wurden schon 
friiher durch Trennung in Alloxy-, Antoxy- und Oxyproteinséure eine 
weitere Charakterisierung der Substanzen versucht, doch sind auch diese 
Fraktionen nicht einheitlich. 

Bei unserer Untersuchung stellten wir uns die Aufgabe, eine Me- 
thode auszuarbeiten, welche, bei Erfassung einer méglichst groBen 
Oxyproteinsiuremenge, klinisch brauchbare Differenzen zwischen nor- 
malen und pathologischen Harnen ergibt. Wir -versuchten wohl zu 
Héchstwerten zu gelangen, jedoch waren wir beim Ausarbeiten der 
Methode von Anfang an bestrebt, vor allem die Oxyproteinsaure (OPS.) 
frei von Harnkolloiden, welche wir als die Hauptursache der Differenzen 
und Fehler der meisten alteren Methoden betrachten, zu bestimmen. Es 
wurde eine Reihe von Versuchen durchgefiihrt, um eventuelle Fehler- 
quellen bei unserer Bestimmungsmethode der Oxyproteinsaéure auszu- 
schalten. Aus diesem Grunde wurde jede einzelne Phase der Davr- 
stellung variiert, um die giinstigsten Versuchsbedingungen festzustellen. 
Die Darstellung der OPS. geschah in der Weise, daB der bis zur Sirup- 
dicke eingedampfte Harn mit Alkohol ausgezogen wird. Der, alkoho- 
lischen Lésung wird nach Versetzen mit Bariumhydroxyd Ather zu- 
gesetzt und nach ein- oder mehrfacher Umfallung der OPS.-N sowie 
sein Verhaltnis zum Gesamt-N bestimmt. 

Die zuerst vorgenommene Priifung des Einflusses des wechseln- 
den pu auf die Menge der ausgefallten OPS. beim gleichen Harn ergab, 
daB beim Eindampfen bei saurer oder sehr stark alkalischer Reaktion 
der GroBteil der OPS. zerstért wird. Diese Zerstérung der OPS. findet 
schon beim Eindampfen statt, da auch bei nachtraglicher Neutralisierung 
des bis zur Sirupdicke eingedampften sauren oder stark alkalischen 
Harnes nur ein Teil der OPS. gefunden wird. Der Harn soll nur bis zur 
Sirupdicke eingedampft werden und nicht bis zur vollstandigen Trocken- 
heit, da in diesem Falle bei Extraktion mit Alkohol nicht die gesamte 
OPS. erfaBt wird. Die Art des Bariumsalzes, mit dem die Fallung durch- 
gefiihrt wird, verursacht ebenfalls differente Werte. So fanden wir bei 
Verwendung von Bariumacetatlésung niedrigere Werte als bei Ver- 
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wendung von Bariumhydroxyd. Erst bei verhaltnismaBig hoher Alkohol- 
bzw. Alkohol-Ather-Konzentration ist das Bariumsalz der OPS. so weit 
unléslich, daB seine Fallung halbwegs quantitativ ist. Auf die starke 
Léslichkeit des Bariumsalzes der OPS. in 80 bis 90%, Alkohol hat schon 
WeiBberg (12) hingewiesen. 

Bei der Bestimmung der Léslichkeit des oxyproteinsauren Bariums in 
Alkohol bzw. in Alkohol-Ather wurde eine wasserige Lésung eines weit- 
gehendst gereinigten Bariumsalzes der OPS. tropfenweise unter Schiitteln 
mit 9 Teilen absoluten Alkohols oder 9 Teilen eines Gemisches von 3 Teilen 
Alkohol und 1 Teil Ather versetzt und filtriert. Im Filtrat wurde nach 
Kjeldahlisieren der Stickstoffgehalt bestimmt. Diese Untersuchungen 
ergaben, da8 vom Bariumsalz der OPS. in 96°,igem Alkohol eine Menge 
entsprechend 1,92 mg-% N, in Alkohol-Ather entsprechend 0,6 mg-°, N 
léslich ist. 

Die Versuche iiber die Léslichkeit des oxyproteinsauren Bariums in 
Alkohol bzw. Alkohol-Ather ergaben, daB trotz der starken Herab- 
setzung der Léslichkeit in Alkohol durch Atherzusatz eine mehrfache 
Umfallung des oxyproteinsauren Bariums starke Verluste an OPS. be- 
dingt. Weitere Versuche zeigten aber, daB durch Zugabe von frischem 
Bariumhydroxyd die Léslichkeit des oxyproteinsauren Bariums in Alko- 
hol oder Alkohol-Ather stark herabgesetzt wird. Im Falle die Bestim- 
mung der OPS. in der ersten Bariumsalzfallung durchgefiihrt wurde, 
waren den Werten von Fiirth und Mitarbeitern gleichartige Ergebnisse 
vorhanden, doch ist in dieser Fallung noch Harnstoff, Harnsaure, 
Kreatinin, wenn auch in geringen Mengen, nachweisbar. Aus diesem 
Grunde JaBt sich die Umfallung nur schwer umgehen. Da es uns 
in erster Linie auf die Brauchbarkeit der Methode ankam, ver- 
zichteten wir auf die auch bei den anderen Methoden nicht mégliche 
quantitative Erfassung der Oxyproteinséure zugunsten der bei unserer 
Methode etwas niedrigeren (etwa 20%) aber eindeutigeren Werte. 
Schon nach einmaliger, auf spiter zu erwaihnende Weise durch- 
gefiihrter Umfallung war im Niederschlag kein Harnstoff (Schiffsche 
Reaktion) und kein Kreatinin (Weylsche Reaktion) mehr nachweisbar, 
nur die manchmal vorhandene ganz schwache Murexidprobe deutete 
auf die Anwesenheit von Harnsaure hin. Auch diese manchmal vor- 
handene geringe Purinkérpermenge fallt bei fraktionierter Fallung mit 
Alkohol schon bei 50°, Alkohol aus. 

Da die Versuche keine oder nur eine sehr geringe Beeinflussung der 
OPS.-N-Werte durch Purine ergaben, konnten diese bei der klinischen 
Bestimmung vernachlassigt werden. 

Die Untersuchung verschiedener Tagesportionen des Harns auf 
OPS. ergab nur geringe Differenzen untereinander. Es erwies sich aber 
am vorteilhaftesten, die Bestimmung im 24-Stunden-Mischharn oder im 
Morgenharn durchzufiihren. Langeres Stehen des _ nichtzersetzten 
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Harnes beeinfluBt den OPS.-Gehalt nicht. Die Konservierung des Harns 
kann mit Chloroform, nicht aber mit Thymol durchgefiihrt werden. Mit 
Thymol konservierte Harne lieben beim Eindampfen oft einen klebrigen 
Riickstand zuriick, der mit Alkohol nur schwer extrahierbar war. Auch 
Harne nach Diuretica sollen vermieden werden. 

Fiir die Berechnung der OPS. erwies sich in Ubereinstimmung mit 
alteren Autoren als am giinstigsten die Angabe des OPS.-N in °% des 
Gesamt-N des Harns. 

Wir fiihrten die Bestimmung der Oxyproteinsiure in folgender 
Weise durch: 

Notwendige Reagenzien. 

1. Eine jeweils frisch hergestellte hei®gesattigte, wiasserige Ba(OH),- 
Lésung. 

2. Mischindikator nach Kolthoff (14), bestehend aus gleichen Teilen 
einer 0,1 % igen alkoholischen Lésung von Bromthymolblau und einer 
0,1 %igen Lésung von Phenolrot. Der Indikator zeigt bei py 7,2 eine 
schwach griine, bei py = 7,4 eine schwach violette Farbe. 

3. Gesittigte Sodalésung.  _ 

4. Alkohol (96 %ig) und Ather. 

5. Die zur N-Bestimmung nach Pregl- Parnas notwendigen Reagenzien. 


Methodik. 


50 cem Harn werden tropfenwejse solange mit gesattigter Sodalésung 
versetzt, bis eine herausgenommene Probe mit dem Mischindikator schwach 
alkalisch reagiert. In zweimal je 1 cem des schwach alkalischen Harns 
wird der Gesamt-N bestimmt. Zweimal je 20.cem des Harns werden in 
kleinen Porzellanschélehen auf dem Wasserbad bis zur Sirupdicke ein- 
gedampft. Der Riickstand wird mit 15 cem 96°%igem Alkohol versetzt, 
mit dem Alkohol sehr gut verrieben, die Fliissigkeit kurz aufgekocht und 
dureh ein kleines Filter filtriert. Die Extraktion des Riickstandes mit 
15 cem Alkohol wird insgesamt dreimal durchgefiihrt. Durch diese Art der 
Extraktion wird eine Trennung der OPS. von den in Alkohol unléslichen 
Harnkolloiden erreicht. Das alkoholische Filtrat wird mit 3 cem der heil}- 
gesittigten Ba(OH),-Lésung unter Umschwenken des Kolbens und tropfen- 
weiser Zugabe der Lésung gefillt. Nach Umschiitteln wird die Lésung 
5 Minuten stehengelassen, dann durch Zugabe von 45 cem Ather das noch 
in Lésung gebliebene OPS.-Ba ausgefallt. Nach 15 bis 20 Minuten langem 
Stehen wird die Lésung und der Niederschlag, soweit er nicht am Boden 
festklebt, in groBe Zentrifugenglaser iibergefiihrt und vom Alkohol-Ather 
befreit. Der eventuell am Boden des Kolbens klebende Niederschlag wird 
zweimal mit je 5 ecm heiBen, destillierten Wassers aufgeschwemmt und die 
wisserige Lésung mit dem Niederschlag im Zentrifugenglas vereinigt. Der 
Niedersechlag wird dann mit Hilfe eines Glasstabes mit dem Wasser verrieben, 
wobei das in Wasser sehr leicht lésliche Ba-Salz der OPS. in Lésung geht. 
Nach dem Zentrifugieren vom unléslichen Anteil wird die klare iiberstehende 
wasserige Lésung in ein Gemisch, bestehend aus 75 cem Alkohol und 25 eem 
Ather, gegossen und umgeschiittelt. Nach 10 Minuten Stehen wird der 
Kolbeninhalt zentrifugiert. Der zweite Niederschlag ist nach unseren 
Untersuchungen, wie schon vorher erwahnt, frei von Harnstoff und Kreatinin 
und gibt nur manchmal eine schwache positive Murexidprobe. Der Nieder- 
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schlag wird in Wasser aufgeschwemmt, in einen KAyeldahl-Kolben iiber- 
gespult und der Stickstoff nach dem Kjeldahlisieren nach Pregl-Parnas 
bestimmt. 

Nach Bestimmung des Gesamt-N und des OPS.-N des Harns wird 


der Oxyproteinsiure-N in °, des Gesamt-N berechnet. Die gefundenen 
Werte teilten wir je nach der Héhe derselben in drei Gruppen ein. 
Gruppe a): Oxyproteinsiurewerte bis 1,5° des Gesamt-N. 
Gruppe b): Oxyproteinsiurewerte von 1,5 bis 2,0%. 
Gruppe c): Oxyproteinsdurewerte héher als 2°, des Gesamt-N. 
Werte bis 1,5°% des OPS.-N erhielten wir mit unserer Methode 
hauptsachlich bei gesunden Individuen. Werte oberhalb 2° waren bei 
manchen pathologischen Zustinden, hauptsichlich bei Carcinom vor- 
handen. Es sei hier bemerkt, dafi wir die Werte der Gruppe a) als 
normal, die der Gruppe c) als erhéht, die der Gruppe b) als fraglich (--) 
betrachten. 


Tabelle I. 90 Falle. 





Zahl der; Davon Grenzwerte  Mittel- 


Diagnose Bn ose Phong 08 —— wert 
Fille Gruppe PI 9/9 
| a 14 | 0,25—1,44 | 
irae Weems wk a Se 20 b 2 1,63— 1,66 1,35 
| | c¢ 4 | 208-275 | | 
| 12 | 0,80—1,27 | 
Uleus ventriculi und duodeni .... . 6 -{ b 2 1,80—1,90 | 1,38 
| c 2 | 2,48—2,68 
Herzerkrankungen (Kndocarditis, Vitien, | 3 1,09—1,47 | 
Coronarsklerose usw.). . . .... . 6 bi 1,58 1,58 
i c 2 2,46 
| a 6 0,40—1,46 
CRIGME sg cola Sako ek e ote ere 8 b 2 1,68—1,92 1,25 
ees 


Diversa A. 

Kndarteritis obliterans, Raynaud, Leber- | | 18 a 18 | 0.66—1.47 1.10 
cirrhose, Gastritis, Basedow, Myositis np ‘ 
ossificans usw. 


Diversa B. By 


neg ae ‘ ; 3 b 8 1,67—1,97 1,83 
Hernia inguinalis, Pylorospasmus, Gangran | | 
Diversa C. | 
Hernia femoralis, Hamorrhoiden, Fungus 7 eo: 4 2.02—5,42 2.94 
genu, Hernia inguinalis, Endarteritis | 
usw. 
; 2 los 
Gallenerkrankungen ......2... 5 4} b— 2,58 
ll e¢ 5 | 2,28—2,97 | 


. So 0,80—0,84 
MN aS at Pe Satis gia ng 8 i b— | — | 
\| e 6 | 2,483—3,86 | 





—— 
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Es wurden zuerst Harne von normalen und von an nichtbésartigen 
Tumoren erkrankten Personen untersucht. Die bei der Untersuchung 
gefundenen Resultate sind in der Tabelle I vereinigt. 

Diese bei 91 Fallen durchgefiihrte Untersuchung ergab bei sechs von 
acht Tuberkulosefallen und bei allen fiinf untersuchten Cholecystitis- und 
Cholelithiasistillen einen stark erhéhten OPS.-Gehalt im Harn. Bei 
Ausschaltung dieser zwei Krankheitsgruppen wurden bei den tibrigen 
78 Fallen (Normal, Uleus ventriculi, Uleus duodeni, Graviditat usw.) in 
68,9°, ein normaler, in 12,9°% ein fraglicher (+-) und in 18,2°% aller 
untersuchten Faille ein erhéhter OPS.-Gehalt im Harn gefunden. 

Im Anschlu8 an diese Untersuchungen wurde in 12 Harnen von 
Patienten mit bésartigen Tumoren nichtcarcinomatéser Natur (9 Sar- 
kome, 3 Lymphogranulome) der OPS.-Gehalt bestimmt. Die Er- 
gebnisse sind in der Tabelle II vereinigt. 


Tabelle I]. 12- Falle. 





: | Zahl der! Davon : 


unter- waren Grenzwerte || Mittel- 


Diagnose | der einzelnen || wert 
suchten | von der | 1 | 
Fille | Gruppe | @Tuppen 0/, 
{ a 3 0,25—0,50 | 
Lymypbogranmulom .... 5. 4 + aie: 3 l b — 0,42 
C <, 
| a 6 0,383—1,29 | 
Sarkom (2 Sa. orbitae sin., Sa. cruris usw. 9 4125 2 1,56—1,62 |} 1,43 
eae 4.86 


Diese Untersuchung ergab ahnlich wie bei den vorher untersuchten 
Nichtcarcinomfillen bei 9 Fallen einen normalen, bei 2 Fallen einen 
fraglichen (--) und nur in | Falle von Sarcoma claviculae sinistrae 
einen stark erhéhten OPS.-Wert im Harn. 

Da in der Literatur zahlreiche Angaben vorhanden sind, nach 
welchen bei Carcinom der OPS.-Gehalt des Harns gesteigert ist, wurde 
im Harn von 102 Carcinomkranken der OPS.-Gehalt bestimmt. Fiir die 
Untersuchung wurden nur Fille mit sicherer Diagnose verwendet. Aus 
diesem Grunde entfallt fast die Halfte der Falle auf Carcinom des 
Larynx, Pharynx und Epipharynx, da bei Carcinomen dieser Lokali- 
sation nicht nur der Sitz, sondern auch die Ausdehnung festgestellt 
werden kann. Diese Carcinome eignen sich in Verbindung mit der Probe- 
exzision als Test fiir die Erprobung von Carcinomreaktionen. Die 
Resultate sind in der Tabelle III vereinigt. 

Die bei 102 Carcinomfillen durchgefiihrte OPS.-Bestimmung im 
Harn e:gab bei 13,7°% einen normalen, bei 10,8°%, einen fraglichen (- ), 
bei 76,5° einen stark erhéhten OPS.-Gehalt des Harns. Die bei 
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Tabelle Il]. 102 Falle. 





Zahl der Davon Grenzwerte Mitte] 
Diagnose untersuchten waren von der einzelnen wert 
Fille der Gruppe Gruppen x 


a 
Ce I os ok, art 2, 4 | mY 1,78 | 3 96 
li « & 2.56—3,97 
| a 1 1,12 | 
WRI G8 ok eo Gh Oe yn er 6 b 3,46 
ll « & | 319—s61 1 
| 4 1,12 | 
re ee 12 hese 1,57—1,98 3,32 
li e 9 157-618 | 
| a 5 0,34—1,19 | 
Ce I ke oe sR es 40 b 3d 1,62—1,76 2,98 
, ie 80 2,224 46 
a 
Ca: CONN. So eee 6 | b — - | 2.98 
| ¢« 6 | 222446 |i} 
| a @ 0,98—1,48 | 
Ca. ovarti Ot uteri ....°.. 8 b nes 3,21 
| ¢« 6 | &11—7,15 Ii} 
= = = 
ee ae 3 | b —- | 3 x9 
| «© 8 © 2,95—4,68 | | 
| e, 2 1,32—1,48 | 
Verhornendes Ptlasterepithel-Ca. 5 ; b — 2,95 
| ¢ 8 | 274—a47 1H} 
wie 
Ca: pasoreatis ..<. 2. 2s. +s 3 | ee 1,76 loi 
| c« 2 | 211-266 I] 
a - 
ON ig oe ek ue 3 db 1 1,75 lo33 
 ¢ 2 | 211-266 |] 
Diversa (Ca. pap. Vateri, Zylinder- | a 3 0,34—1,10 | 
zellen-Ca. usw.) ...... 12 ae 1,67 2,88 


| e 8 | 220~—549 | 


Carcinomen- verschiedener Lokalisation berechneten Mittelwerte 
schwanken zwischen 2,16 bis 3,82°%. Die niedrigsten Mittelwerte sind 
bei Ca. pancreatis und Ca. hepatis, der héchste bei Ca. pulmonis ge- 
funden worden, doch ist die Zahl der Carcinome dieser Lokalisation zu 
klein (je drei Falle), um irgendwelche Schliisse ziehen zu kénnen, um so 
mehr als bei den zahlreichen untersuchten Fallen von Ca. laryngis fast 
die gleiche Anzahl von Fallen mit erhéhtem oder normalem OPS.-Gehalt 
wie bei der Gesamtheit aller Carcinomfalle gefunden wurde. 

Bei einem Teil der untersuchten Fille (50) wurde neben der OPS.- 
Bestimmung im Harn auch die Schutz- und Lésungsreaktion nach 
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Freund-Kaminer (15) durchgefiihrt. Die Versuche ergaben bei 4 Ca.- Fallen, 
bei welchem ein normaler OPS.-Gehalt festgestellt wurde, einen' positiven 
Ausfall der Reaktion von Freund-Kaminer. Andererseits waren von 
6 Ca,-Fallen, bei welchen die cytolytischen Reaktionen von Freund- 
Kaminer negativ ausfielen, ein stark erhéhter OPS.-Gehalt im Harn vor- 
handen. Bei den iibrigen 40 Ca.-Fallen waren sowohl erhéhter OPS.- 
Gehalt im Harn als auch ein positiver Ausfall der Freand-Kaminerschen 
Reaktion im Harn vorhanden. 

Bei manchen Ca.-laryngis-Fallen wurde vor, waihrend und nach der 
Strahlenbehandlung der OPS.-Gehalt im Harn bestimmt. Die geringe 
Anzahl dieser Fille erlaubt nicht, irgendwelche Schliisse daraus zu 
ziehen, doch hatten wir den Eindruck, daB parallel mit der Besserung 
des klinischen Zustandes eine Verringerung der Ausscheidung det 
OPS. im Harn stattfindet. Die bei 12 Ca.-Fallen mit 1 bis 14 Monaten 
zuriickliegender Operation oder Strahlenbehandlung (die klinisch Ca. 
negativ waren) durchgefiihrte OPS.-Bestimmung ergab bei fiinf Fallen 
einen erhéhten, bei sieben Fallen einen normalen OPS.-Gehalt im Harn. 

Die Untersuchung des Oxyproteinsiuregehaltes im Harn ergab, 
daB bei Ausschaltung von Tuberkulose und Erkrankung der Gallen- 
organe der Oxyproteinsdurebestimmung im Harn bei Carcinom diagnostisch 
Bedeutung zukommt. 

Im Anschlu8 an die Untersuchung des OPS.-Gehaltes im Harn 
wurde auch eine chemische Charakterisierung derselben versucht. Wie 
schon in der Einleitung erwahnt wurde, sirid die von verschiedenen 
Autoren schon fiir die elementare Zusammensetzung angegebenen Werte 
weitgehendst different. Bondzynski, Dombrowski und Panet (16) fanden 
bei der Oxyproteinsiure C 39,62%, H 5,64%, N 18.08%, 8 1,12%, 
O 35,54%, bei der Alloxyproteinsaure C 41,33%, H 5,76%, N 13,55 %, 
S°2,19%, O 37,23%, Freund und Sittenberger-Krafft fanden 25,3% ©, 
4.43% H, 6,75% N, 29,38°% Ba, 34,14°% O und keinen Schwefel. 
Diese Autoren fanden auch bei ihrer auf kompliziertem Wege weit- 
gehendst gereinigten Substanz nach Saurehydrolyse und Destillation im 
Riickstand Harnstoff, mit der Schiffschen Reaktion im Destillat eine 
stickstoffhaltige Substanz von F. = 260° und esterartigem Geruch. 

Fiir die Darstellung der Oxyproteinséure wurden insgesamt 50 Liter Harn 
von Carcinomatésen mit Soda schwach alkalisiert und in groBen Porzellan- 
schalen auf dem Wasserbad zur Sirupdicke eingedampft. Der Riickstand 
wurde dreimal mit Alkohol hei extrahiert und filtriert. Der alkoholische 
Extrakt wurde mit 2% des Volumens heifSgesattigter Bariumacetatlésung 
gefallt. Nach 24 Stunden wurde die Lésung dekantiert, der Niederschlag 
vom restlichen Alkohol abzentrifugiert und in Wasser gelést. Der wasser- 
lésliche Anteil wurde mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt, wodurch 
die Purinkérper gefallt werden. Im Filtrat wurde die Oxyproteinsaure 
durch Steigerung der Alkoholkonzentration auf 90°, Alkohol ausgefallt. 
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Der Niederschlag wurde in Wasser gelést und die klare wasserige Lésung 
durch EingieBen in das neunfache Volumen absoluten Alkohols ausgefillt. 
Die Umfallung mit Alkohol wurde insgesamt sechsmal durchgefiihrt. 
Zum SchluB wurde ein gelbliches, hygroskopisches, leichtes Pulver erhalten, 
welches in Wasser mit bréunlichgelber Farbe leicht léslich war. Die Sub- 
stanz war frei von Harnstoff (Schif/fsche Reaktion), Harnsiiure (Murexid- 
probe), Kreatinin (Weylsche Reaktion) und Chloriden (AgNO,, HNO,). 
Die Elementaranalyse ergab: 


C—H-Doppelbestimmung. 


tL. Mimwage:; « «+ « « »: Z0l@me 
CER. oes ee ee Gef.: C 30,38 % 


ao... . tae H 4.28% 
Bi: Memes kk. ERR, 
Ges... 5 3 ea ss Gef.: C 30,54% 
a ee oe H 4,27% 
N-Bestimmung nach Dumas. 
Einwage....... 3,998mg b: 737 mm 
Volumen N, .... . 0,2626ccm ft: 19°C Gef.: N 7,45% 


N-Bestimmung nach Pregl-Parnas. 


Einwage..... =. . 25,8 mg 

Vorlage ..... . . 10,00cemn/50 HCl 

Zuriicktitriert. . . . . 2,86 ,, n/50 HCl 

Verbraucht. ..... 7,14 ,, n/60 HCl 1,999mg N 7,75 % 


Ba- Bestimmung. 


Einwage . ee tat a 5,444 mg 
BaSO, ..°: Bake ,, Gef.: Ba 26,08 °%, 

Die qualitative Probe auf Schwefel nach Lassuigne war deutlich 
positiv, doch lieB sie nur auf geringe Menge Schwefel schlieBen. Die darauf 
vorgenommene Bestimmung nach Carius ergab 1,179, S. Diese Unter- 
suchung der Oxyproteinsiure ergab: 

C 30,44%, H 4,28%, N 7,60%, S 1,17%, Ba 26,08%, O 30,43 %. 
Auf das Ba-freie Salz berechnet: 

C 41,17%, H 5,86%, N 10,26%, S 1,56%, O 41,15 %. 

Die gefundene elementare Zusammensetzung ist mit Ausnahme 
der C- und S-Werte ahnlich der von Freund und Sittenberger-Krafft (9) 
angegebenen. Gegeniiber Bondzynski, Dombrowski und Panet (16) 

rar ein viel niedrigerer N-Gehalt vorhanden. 

2g oxyproteinsaures Ba wurden in 40 cem Wasser gelést, das Barium 
durch tropfenweise Zugabe von Na,SO, ausgefallt und abzentrifugiert. 

Die Halfte der Lésung wurde unter Riickflu8 mit 20cem 1 %iger 
H,SO, gekocht, dann 20 cem H,0O abdestilliert. Beim Kochen mit Schwefel 
siure trat eine blutrote Verfarbung der Lésung auf. 

Das Destillat, im Vakuum iiber H,SO, zur Trockenheit eingedampft, 
ergab einen unwigbaren weiBen Riickstand von schwachem esterartigen 
Geruch. Infolge der minimalen Menge desselben konnten keine Reaktionen 
damit durchgefiihrt weiden. 
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Mit der Oxyproteinsiurelésung sowie mit dem _ hydrolysierten 
tiickstand wurden folgende Reaktionen durchgefihrt : 

1. Kohlenhydratreaktionen. Die Molisch-Reaktion, die alle Kohlen- 
hydrate anzeigt, war sowohl im Hydrolysat als auch in der OPS.-Lésung 
schwach positiv. Die T'ollens-Reaktion mit Orcinschwefelsiure, die mit 
Triosen, Pentosen und Hexosen, nicht aber mit anderen Zuckern, wie 
z. B. Aminozuckern, positiv ausfallt, war in beiden Fallen negativ. 

2. Aminosiurereaktionen. Die Biuretreaktion, die Tryptophan- 
reaktion nach Komm-Boeringer (17), die Histidinreaktion nach Bruns- 
wick (18) (Pauly) waren in beiden Fallen negativ. Die Xanthoprotein- 
reaktion war sowohl im hydrolysierten wie auch im nichthydrolysierten 
Anteil nach Kochen mit Salpetersaure schwach positiv, nach Alkali- 
sierung starker positiv. Kochen der OPS. mit Ninhydrin ergab eine 
weinrote Farbung mit violettem Stich. Nach Hydrolyse konnte infolge 
der schwach braunlichen Farbung der Lésung der Ausfall der Reaktion 
nicht abgelesen werden. Die Millon-Reaktion war in beiden Fallen 
deutlich, wenn auch schwach positiv, die Schwefelbleireaktion negativ, 
so daB der Schwefel besonders fest gebunden zu sein scheint. 

3. Die Reaktion mit Nesslers Reagens war in beiden Fallen negativ. 
mit ammoniakalischer Silberlésung trat erst nach langerem Stehen eine 
schwache Reduktion auf. 

4. Mit Urease behandelte OPS!-Lésungen zeigten nach 24 Stunden 
Aufenthalt im Brutschrank eine negative Reaktion mit Nesslerschem 
feagens. Das Hydrolysat, auf die gleiche Weise mit Urease behandelt, 
ergab mit Nesslerschem Reagens eine Verfarbung, die aber infolge der 
braunen Verfarbung des Hydrolysats nicht eindeutig war. Wurde das 
mit Urease behandelte Hydrolysat nach Alkalisierung erwarmt, so trat 
eine blaue Verfarbung des oberhalb der Lésang befestigten neutralen 
Lackmuspapiers ein. Infolge der geringen zur Verfiigung stehenden 
Substanzmengen wurde diese Untersuchung nicht fortgesetzt. 

5. Versuche mit Phosphorwolframsdure und Gerbsdure ergaben, dab 
nur ein Teil der OPS. durch diese Reagenzien gefallt wird. Da diese 
Versuche auf die Uneinheitlichkeit des von uns dargestellten Praparates 
hinweisen, wurden die Versuche mehrmals durchgefiihrt. 

Zu diesem Zwecke wurden je 8cem einer 5° igen OPS.-Lésung von 
bekanntem N-Gehalt mit je 2cem eines Gemisches von gleichen Teilen 
10%iger Essigsiure, 10%iger Gerbséure oder 10%iger HCl—10 %iger 
Phosphorwolframsaure gefallt und der Niederschlag abzentrifugiert. Die 
Niederschlage wurden zweimal mit je 5ccm eines Gemisches von | %iger 
Essigsiure— 1 %iger Gerbsaure bzw. | %iger HCl—1 %iger Phosphorwolfram- 
séiure gewaschen und die Waschwisser mit dem Filtrat vereinigt. Frische 
Gerbséure oder Phosphorwolframsiéure zum Filtrat zugegeben, erzeugte 


keine weitere Fallung. Die Versuche wurden auch bei mit Saure hydroly- 
sierter OPS. durchgefiihrt. Sowohl in den Niederschligen als auch in den 
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Filtraten wurde nach Kjeldahlisierung der N-Gehalt bestimmt. Die Unter- 
suchung ergab, da durch die Gerbsiure vor der Hydrolyse 18,4% des 
Gesamt-N gefallt werden. Nach der Hydrolyse trat keine Fallung mit 
Gerbséure auf. Durch Phosphorwolframsiure werden vor der Hydrolyse 
43,1, nach der Hydrolyse 41,2 des OPS.-N gefallt. 

Die chemische Untersuchung eines weitgehend gereinigten Oxy- 
proteinsdurepraparates zeigte, daB auch dieses uneinheitlich war. Die 
untersuchte OPS. hat einen verhaltnismaBig niedrigen N- und S-Gehalt, 
wobei der Schwefel fest gebunden ist. Die meisten Reaktionen auf 
Eiwei8, Aminosduren und Kohlenhydrate fielen negativ aus. Die 
teilweise Fallbarkeit durch Phospborwolframsaure und Gerbsiure weist 
auf ein héheres Molekulargewicht, zumindest eines Teiles derselben hin. 
Die OPS. muB eine durch Saure leicht zerstérbare bzw. séureempfind- 
liche Gruppe enthalten, da schon beim bloBen Eindampfen eines von 
Natur aus sauren Harns der GroBteil des oxyproteinsauren Ba in 
Alkohol baw. in Alkohol-Ather nicht mehr fallbar ist. Durch schwach 
alkalische Reaktion wird die OPS. nicht LeeinfluBt. Bei unserer weiteren 
Untersuchung werden wir versuchen, die einzelnen, die Oxyprotein- 
siurefraktion bildenden und wahrscheinlich einander ahnlichen Sub- 
stanzen zu isolieren und genauer chemisch zu charakterisieren. Es ist 
méglich, daB man auf diesem Wege zu Oxyproteinsiurefraktionen 
gelangt, die fiir bestimmte Erkrankungen charakteristisch sind. Die 
Zusammensetzung und Eigenschaften der OPS. sind vollkommen ab- 
weichend von der Zusammensetzung und den Eigenschaften von EiweiB 
und EiweiBabbauprodukten. 

Zusammenfassung. 

Es wurde eine klinisch brauchbare, verhaltnismaBig einfache 
chemische Methode fiir die Oxyproteinséiurebestimmung im Harn aus- 
gearbeitet, wobei der OPS.-N in % des Gesamt-N des Harns an- 
gegeben wird. 

Die Anwendung dieser Methode beim gesunden und erkrankten 
Menschen — ausgenommen Faille von bésartigen Tumoren — ergab nur 
bei Tuberkulose und Gallenerkrankungen héhere Werte. Von den 
ibrigen Fallen zeigten 68,9 °% einen OPS.-Gehalt bis 1,15 °/, des Gesamt- 
N (normal), 18,2°{ einen OPS.-Gehalt von 1,5 bis 2,0°, des Gesamt-N 
(schwach erhéht +) und 12,9°% Werte oberhalb von 2,0°% des Gesamt-N 
(erhoéht). 

In Harnen von Patienten mit bésartigen Tumoren nichtcarcinoma- 
téser Natur wurden ahnliche OPS.-Werte wie bei Normalen gefunden. 

Bei Carcinomkranken waren in 13,7° ein normaler, in 10,8°, ein 
schwach erhéhter (+) und in 76,5°%, ein erhéhter OPS.-Gehalt vor- 
handen, so daf die OPS.-Bestimmung bei Beachtung ihrer Fehler- 
quellen zur klinischen Diagnose des Carcinoms herangezogen werden 
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kann. Die chemische Untersuchung eines weitgehendst gereinigten 
OPS.-Priparates ergab bei der elementaren Untersuchung: 

C = 30,46%, H =4,28%, O = 30,51%, N 7,50%, 8 = 117%. 
Das Praparat war uneinheitlich, da durch Gerbsaure nur 18,4°%, durch 
Phosphorwolframsaure 43,1°%, des OPS.-N fallbar sind. Die meisten 
Aminosiure- und Kohlenhydratreaktionen waren negativ, nur Molisch- 
und Millon-Reaktion waren schwach positiv. Die chemische Unter- 
suchung der Oxyproteinsiure wird fortgesetzt. 
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Das Amylasesystem des Reiskornes wihrend des Reifens 
und Keimens. 
Von 
K. Venkata Giri und A. Sreenivasan. 
(Department of Biochemistry, Indian Institute of Science, Bangalore.) 
(Eingegangen am 14. September 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Uber Bildung und Eigenschaften von x- und £-Amylase in keimendem 
Getreide ist von zahlreichen Forschern gearbeitet worden. Nach Nordh und 
Ohlsson (1)-enthalt ungekeimte Gerste nur /-Amylase, welche sich wahrend 
des Keimens vermehrt, waihrend «-Amylase erst wahrend des Sprossens 
auftritt. Ahnliche Beobachtungen wurden beim Roggen und Hafer gemacht (2). 
Andere sind der Ansicht, daf die Zunahme der amylolytischen Wirksamkeit 
wihrend der Keifnung nicht auf der Neubildung des Enzyms, sondern auf 
der Bildung eines spezifischen Aktivators beruht. So haben Waldschmidt- 
Leitz, Reichel und Purr (3) gezeigt, daB ungekeimte Gerste sowohl «- als 
auch £-Amylase enthalt, erstere aber in véllig inaktivem Zustand. Wahrend 
der Keimung wird die «-Form durch Amylokinase, die durch Proteolyse 
entsteht, aktiviert und die Zunahme der Amylaseaktivitat wird haupt- 
sichlich der Aktivierung der x-Komponente zugeschrieben. Das Enzym- 
system von Gerste und Malz unterscheidet sich also nach diesen Autoren 
durch die Bildung eines Aktivators von organischer Natur, der ,,Amylo- 
kinase“. Chrzqszcz und Janicki (4) haben gefunden, daB ein natiirlicher 
Hemmungskérper im Getreide vorkommt, welchen sie ,,Sistoamylase‘ 
nannten. Nach ihrer Annahme wird die Aktivitét der Amylase bei der 
Keimung durch die Menge an ,,Sistoamylase* und ,,Eleutoamylase“ geregelt, 
welch letztere eine peptonihnliche Substanz ist und der ,,Sistoamylase* 
entgegenwirkt. In einer spiiteren Mitteilung (5) haben sie gezeigt, daB Trypsin 
die Amylaseaktivitaét von Getreidekérnern steigert, insbesondere die dex- 
trinierende und verzuckernde Kraft. Diese Aktivierung der dextrinierenden 
Kraft soll nach ihrer Meinung durch die Anwesenheit von Amylokinase 
in den Trypsinpriparaten verursacht sein. Die Regulierung der enzy- 
matischen Prozesse in der lebenden Zelle soll durch spezifische Substanzen, 
nimlich ,,Sisto‘-, ,,Eleuto‘’- und ,,Kinase‘‘-Substan’en geschehen. 

Die Frage nach der Steigerung der Amylasewirksamkeit wahrend der 


Keimung -- ob durch Neubildung von Enzym, durch spezifische Akti- 
vatoren, oder durch Anderungen im physikalischen oder chemischen Zu- 
stand des enzymatischen Kolloidkomplexes selbst —- kann am _ besten 


beantwortet werden durch das Studium der Veranderung der amylo- 
lytischen Aktivitaét waihrend des Reifens und Keimens. 

Purr (6) hat gezeigt, daB in den ersten Entwicklungsstadien der Kérner 
das Verhaltnis der beiden Amylasetypen («- und £-Amylase) ahnlich ist wie 
im gekeimten Samen und im Griinmalz. Mit zunehmender Reife des Kornes 
wird die x-Amylase alimahlich inaktiv. Nach Purr hangt die Aktivitat 
der beiden Amylasen von dem unmittelbaren EinfluB der oxydierten und 
reduzierten Form der Ascorbinséure ab. Wahrend des Reifens wird das 
Vitamin C in die oxydierte Form verwandelt, welche die «-Amylase hemmt. 
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Spater zeigte Ugrunow (7), daB beim Weizen im ersten Reifestadium beide 
Komponenten aktiv sind, waihrend die «-Form in der Spatreife und im 
ungekeimten ruhenden Korn inaktiv ist. Erst bei der Keimung wird sie 
wieder aktiv. Ahnliches fanden neuerdings Chrzqszcz und Janicki (8) beim 
Roggen. Sie sind der Ansicht, daB die Inaktivierung der Amylase mit zu- 
nelimender Reife durch oxydative Inaktivierung der Aktivatoren bedingt ist. 


Die vorliegende Arbeit behandelt die Anderung der Amylase- 
wirksamkeit waihrend des Reifens und Keimens des Reiskornes. 


Experimentelles. 
Bestimmung der verzuckernden Krajt (B-Amylase ). 

10cem Extrakt (siehe unten) werden in eine Mischung von 50 ccm 
2% iger Starkelésung (Zulkowsky) und 20cem m/5 Acetatepuffer vom 
pu 4,6 gegeben und mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Temperatur 35° C 
(+ 0,1°). In bestimmten Zeitabsténden wird in Proben von 20 cem die 
verzuckernde Kraft nach Wéllstdtter und Schudel (9) bestimmt. Die in 
den Tabellen angegebenen Zahlen, ausgedriickt in mg Maltose, entsprechen 
der Menge von reduzierendem Zucker, welche unter den angegebenen Be- 
dingungen in dem Gesamtansatz (100 cem) entstanden ist. 


Dextrinierende Kraft («-Amylase ). 
5cem Extrakt +- 20 cem einer Mischung gleicher Teile m/15 Phosphat- 
puffer vom py 7,0 und 2 %iger Starkelésung. Temperatur 35°. Alle 5 Minuten 
wird 1cem entnommen, mit 1 cem m/200 Jodlésung vermischt urd die 
Farbe beobachtet. Als Maf fiir die dextrinierende Kraft dient die Zeit, die 
erforderlich ist, um folgende Farben zu erhalten: Violett, Rosa und Gelb. 


Extraktion. 


Die Kérner werden mit der 13,5fachen Menge ihres Trockenge- 
wichtes Wasser oder Phosphatpuffer 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur 
extrahiert. Das Trockengewicht wird durch 24stiindiges Erhitzen auf 
102° bestimmt. ’ 


I. Die ,,gebundene“ und die ,,lésliche‘* Amylase des Reiskornes. 


5g gut zerquetschte Reiskérner wurden mit der 13,5fachen Mehge 
Wasser bzw. Phosphatpuffer (m/15) unter Toluolzusatz bei Zimmertem- 
peratur (27°) 24 Stunden lang extrahiert, wobei von Zeit zu Zeit um- 
geschiittelt wurde. Die Amylasewirksamkeit wurde in 10 ccm des filtrierten 
2xtraktes durch Messung der verzuckernden und dextrinierenden Kraft 
bestimmt. 

Um die optimalen Bedingungen fiir die Extraktion der Amylase 
zu finden, haben wir mit Phosphatpuffer bei wechselndem px extrahiert. 
Die Ergebnisse finden sich in Tabelle I. 


Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fir die Extraktion 
der Amylase aus Reis liegt also bei px 7,0 bis 8,0. Alle Extraktionen 
wurden daher bei pu 7,0 vorgenommen, sofern Phosphatpuffer ver- 
wendet wurde. 
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TabelleI. Extraktion der Amylase mit Phosphatpuffer bei 


wechselndem pq. 





Aktivitét der 3-Amylase, ausgedriickt in mg Maltose im Gesamtansatz 
bei PH 4,6 


Zeit — _— 
Std. PH 8,0 PH 7.0 PH 6,0 Pu 5,2 gory , 
1 71 69 43 34 13 
3 153 146 60 86 22 
20 481 468 421 352 149 


Aktivitét der «-Amylase bei py 7,0, ausgedriickt in der zur Anderung der 
Jodfirbung (bis Violett) erforderlichen Zeit in Min. 


65 60 180 1200 1440 


Die Tabelle I] enthalt die Ergebnisse der Extraktion verschiedener 
Typen von Reis sowohl mit Wasser wie mit Phosphatpuffer. Es tritt 
deutlich hervor, daB die Pufferextrakte bei weitem wirksamer sind als 
die Wasserextrakte. Beide Funktionen der Amylase sind mit Phosphat- 
puffer extrahierbar. Alle untersuchten Reissorten liefern qualitativ 


Tabelle Il. Amylaseaktivitat von Wasser- und Pufferextrakten 
aus verschiedenen Reistypen. 





Aktivitit 
der «-Amylase bei 
ora 2 der p-Amylase pu 7,0. Zeit bis zum 
Bezeicl ei 4,6 Fart schl 
N dor lciesante. ™ der fe cea 
sii Erntezeit Violett in Min. 
und Lagerdauer MELA ‘i pee A Bese ES) BE ewe nee oR 
Hydrolysen- 2 Phosphat- , Phosphat- 
Wasser- Wasser- 
‘ca | outrakt | Peer, || extrane | puter 
1 G. E. B. 24 1 8,0 52 | 
20. XI. 1935 3 16 102 1440 90 
7 Monate 22 108 6| «6460 
2 CO. 10 1 13 69 | 
12 XII. 1935 3 22 146 1200 60 
7 Monate 20 149 468 | 
3 CO. 9 1 - 80 | 
29. XT. 1935 3 0 | 19 > 1200 120 
8 Monate 20 8.6 133 
4 T. 134 1 “ 10 
31. XII. 1935 3 0 | 26 | > 1200 90 
20 38 163 
5 A 16. 34. | 1 _ 13 
26. X1. 1927 | 3 0 | 34 > 1200 90 
9 Jahre 20 22 | 224 
6 | Chennellu-Modan 1 — 8 | 
XI. 1935. 3 0 18 > 1200 300 
8 Monate 20 17 43 
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das gleiche Ergebnis, sie unterscheiden sich jedoch in bezug auf ihren 
Gesamtamylasegehalt. Im Reiskorn ist nur ein kleiner Teil der Amylase 


frei und durch Wasser extrahierbar. 


II. py-Optimum der Reisamylasen. 


Wir haben die Aktivitat der «- und B-Amylase des Reiskornes bei 
verschiedenem px untersucht. Im saueren Bereich wurde Acetatpuffer 
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Abb. 1 die Aktivitat 


(m/5), im alkalischen Bereich 
m/15 Phosphatpuffer verwendet. 
Die Extrakte wurden wie be- 
schrieben gewonnen, und zwar 
von der Sorte CO.10. Im Milch- 
stadium wurde Wasserextraktion, 
beim ungekeimten Korn Phos- 
phatpuffer- und beim gekeimten 
Samen (5 Tage) Wasserextrak- 
tion angewandt. Die Ergebnisse 
sind in den Tabellen IIJa, IIIb 
und IIIc enthalten. Die Kurven 
der Abb. 1 sind Aktivitats-py- 
Kurven fiir die 8-Amylase von 
Reis in den drei Stadien. Zum 
Zweck der Vergleichbarkeit ist in 


beim px-Optimum mit dem Wert 1 bezeichnet 
und die relativen Aktivitaéten bei den verschiedenen py-Werten sind 


nach den Zahlen der Tabellen IIIa, IIIb und IIIc berechnet. 


Tabelle Ia. py-Abhangigkeit der Amylase des Reiskornes im 
Milchstadium. 


8-Amylase. 





Hydrolysen- 


Aktivitit in mg gebildeter Maltose 





dauer } — : SCR RS Oe re ae 
Std. Pa 80 px 7,0 py 6,2 pe 5,7 pe 5.3) py 1) py 4,6) py 4,0) pH 3,0 
2 8,0 8,6 24 30 36 31 21 
20 16 48 60 142 164 204 204 172 #100 
Jodfarbung [| Blau- violet Blau- Blau Blau | Blau Blau Blau Blau 
| violett violett 
a-Amylase. 





Zeit in Min. bis zum Wechsel der Jodfarbe 





Pu 8° | peo 73) po 7.1 | po 68 | po 64 pH 59 pH 5,2) py 4,0 


Blauviolett . 60 
Violett . 5... 200 


30 
60 


15 15 80 | 
30 30 1200 >1440 — 


| 
| 


1200 > 1440 














n 
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Aus Tabelle Ila geht hervor, daB in Ubereinstimmung mit anderen 
pflanzlichen Amylasen das px-Optimum der f-Amylase (verzuckernden 
Amylase) bei pu 4,5 bis 5,1 liegt, dagegen dasjenige der «-Amylase 
(dextrinierenden Amylase) bei px 6,4 bis 7,1, wodurch sich letztere 
von allen anderen pflanzlichen Amylasen unterscheidet. 


Tabelle IIlb. py-Abhangigkeit der ~-Amylase von ungekeimtem 





Reis. 
Hydrolysen- | Aktivitit in mg gebildeter Maltose 
dauer . f 
Std. | Px 3.0 PH 4,0 PH 44 Pu 4,7 Pu 5,1 PH 5.3 Pu 5.9 Pu 6.5 Pu 7,0 Pu 8.0 
1 38 48 52 62 52 24 0 0 0 a 
3 150 165 171 180 169 124 28 7 0 — 


Tabelle IIIc. py-Abhaingigkeit der B-Amylase von gekeimtem Reis. 








Hydrolysen- Aktivitit in mg gebildeter Maltose 
dauer een 
Std. Pu 3,0 Pu 3,6 Pu 4,0 pa 4,6 PH 5,0 Pu 5.5 Pu 6,0 PH 6.5 Pu g.0 
30 206 244 289 323 «286 | 268 «= 270 =| «268 ~=—s.206 


III. Hydrolyse von Amyloamylose durch die Amylasen des ungekeimten 
Reiskornes. 

Beim Studium der Konstitution der Starke ist die Kenntnis des 
Verhaltens der verschiedenen Amylasetypen von groBer Wichtigkeit. 
Es wurde von Samec und Waldschmidt-Leitz (10) darauf hingewiesen, 
daB die Starke zwei Arten von Atomgruppierungen enthalt, deren 
eine mit Jod eine blaue und deren andere eine violette Farbung gibt. 
Die Jodfarbung geht mit der Verzuckerung nicht parallel, wenn Starke 
durch verschiedene Amylasen gespalten wird. Die Amyloamylose, 
eine der Stairkekomponenten und ein einheitlicher Substrattypus, 
wird vollstindig durch Pankreasamylase («), Gerstenamylase (8) und 
Malzamylase (« + 8) verzuckert, wenn geniigend Enzym angewandt 
wird. Aber die Verzuckerungsgeschwindigkeit und die Jodfarbung 
sind mit verschiedenen Amylasen verschieden. So ist die Jodfarbung 
mit Pankreasamylase blauviolett, wenn ungefahr 25°% Maltose ge- 
bildet sind, und rotbraun, wenn 45°, Maltose gebildet sind. Dagegen 
bleibt bei der Gerstenamylase die Jodfarbung blau, bis 90° Maltose 
gebildet sind, wonach sie violett und zuletzt rosa wird. Die Malzamylase 
hinwiederum liegt zwischen diesen beiden Typen. Die «-Amylasen 
spalten also zuerst diejenigen Gruppen des Starkekomplexes ab, welche 
die blaue Jodfarbe hervorrufen. Es ist charakteristisch, daB die durch 
Starke erzeugte blaue Jodfarbung beigeringer Verzuckerung verschwindet. 
Die B-Amylase dagegen spaltet den Starkekomplex in der Weise, dal 
die blaue Farbe noch unverandert bestehen bleibt, wenn er fast voll- 
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staindig gespalten ist. Dieses Verhaltnis zwischen der Jodfarbung und 
der Verzuckerung ist eine auffallende charakteristische Eigenschaft 
der verschiedenen Amylasetypen (Samec und Waldschmidt-Leitz 1. c.). 

Mit Hilfe dieser Methode haben wir einen interessanten Unter- 
schied im Verhalten der beiden Amylasen des Reiskornes festgestellt : 
Die Amylase mit dem px-Optimum 7,0 hydrolysiert Amyloamylose in 
der Weise, daB der Endpunkt der Jodfairbung ohne meBbare- Bildung 
von Maltose erreicht wird, und die Amylase vom py-Optimum 4,6 
spaltet Starke in der Weise, daB die Verzuckerung vollstandig ist, 
wihrend die blaue Farbe unverandert bleibt. Damit ist zum ersten 
Male das Vorkommen einer pflanzlichen Amylase vom px-Optimum 7,0 
erwiesen, welche in den ersten Stadien der Starkeverdauung keine 
reduzierenden Gruppen bildet. 

Die beiden Amylasen des ungekeimten Reiskornes mit dem px- 
Optimum 7,0 und 4,6 verhalten sich also wie reine «- bzw. B-Amylase 
bei der Hydrolyse von Amyloamylose. 

Die Amyloamylose wurde doargestellt nach Samec durch Elektrodialyse 
einer 2% igen Kartoffelstarkelésung, die durch halbstiindiges Erhitzen im 
Autoklaven auf 120° behandelt war. 


Das Reaktionsgemisch bestand aus 530mg Amyloamylose, 40 ccm 
m/15 Phosphatpuffer py 7,0 (fiir «-Amylase) bzw. m/5 Acetatpuffer py 4,6 
(fiir S-Amylase) und 20 cem Enzymextrakt im Gesamtvolumen von 150 cem. 
Das Gemisch wurde bei 35° bebriitet und die Maltose in kurzen Zeitabstanden 
bestimmt. Die Jodfarbung wurde durch Zugabe von 1 ecm Reaktions- 
gemisch zu 1 eem Jodlésung vorgenommen. Die Ergebnisse finden sich in 
Tabelle IV. 


Tabelle IV. Hydrolyse von Amyloamylose durch die Amylasen 
des ungekeimten Reiskornes. 











Hydrolysen- p-Amylase (bei py 4,6) «-Amylase (bei Py 7,0) 
dauer ER EES ERS... IS at 
Min. | 0/9 Maltose Jodfairbung 9/9 Maltose Jodfirbung 
15 2.3 Blau 0 Blau 
30 46 ‘ 0 “ 
60 7,0 ‘ 0 Blauviolett 
90 9,3 ‘ 0 Violett 
210 21 - 4,6 Violettrosa 
720 40 a 15 Rosa 
1440 67 a 27 Braun 
2160 81 32 Gelbbraun 
3600 99 Violett 35 ” 


IV. Anderung der amylolytischen Aktivitat des Reiskornes wahrend des Reifens. 
Es wurden Reiskérner (CO. 10) frisch von der Pflanzung in ver- 


schiedenen Reifestadien gesammelt. Frischgewicht und Feuchtigkeits- 
gehalt wurden bestimmt. Die Kérner wurden wie beschrieben mit 
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Wasser bzw. Phosphatpuffer (px 7,0) extrahiert. Die Ergebnisse der 
Bestimmungen der Amylaseaktivitaét der Extrakte sind in Tabelle V 
zusammengestellt. 


Tabelle V. Aktivitat der x und ~-Amylase von Reis (CO. 10) 
im Verlauf der Reife. 





a-Amylase 
(bei Pu 7,0) 


3-Amylase (bei py 4,6) Zeit in Min. zur 


‘ewie Bild y der Jod- 
Reife- oe _ Wasser- — Extraktion - ‘Sere 
stadium Korhern gehalt mit ae - — | 
taal mg Maltose 
dauer im Gesamt- Violett Rosa 
é ansatz 
0/9 Std. 
; 1 8.6 30> = 1200 
Milch- | 3,987 | 46,2 | Wasser | 3 47 
- | 24 202 
. 1 8.6 30. ~=1200 
Menlige | 4,710 | 87,0 a 47 
= || 94 200 
{ 1 8.3 > 1400 
3 26 
Reifes | 999 AF | 24 90 
: 9,992 24,5 
nore Phosphat- 116 45 1200 
puffer 2 275 
(pa 7,0) | 24 533 
| 1 7,5 > 1400 — 
Wasser 3 23 
‘ 24 77 
t Monat | 4740 | 165 ss 
gelagert Phosphat- 1 84 60) 1200 
puffer 3 219 
(Px 7,0) | 24 529 





Es hat sich ergeben, daB die Aktivitaét beider Amylasen mit zu- 
nehmender Reife abnimmt. Die Wasserausziige von ausgereiftem Korn 
sind fast unwirksam, jedoch laB®t sich die «-Amylase mit Phosphat- 
puffer in aktiver Form extrahieren. Es sei erwahnt, daB bei manchen 
Reissorten die «-Amylase im Milchstadium des Korns mit Wasser nicht 
extrahiert werden kann; bei Benutzung von Phosphatpuffer jedoch 
wurde stets ein aktiver Auszug erhalten. 


V. Die amylolytische Aktivitdt des Reiskornes wahrend der Keimung. 

Es war zu erwarten, daB die Zunahme der Amylaseaktivitaét waihrend 
des Keimens durch die Methode der Extraktion mit Wasser und Phos- 
phatpuffer in ihrem Mechanismus aufgeklirt werden kann. 

Reiskérner (der Sorte CO. 10) wurden 24 Stunden lang in flieBendem 


Leitungswasser bei 28° eingeweicht, dann in Keimschalen gebracht und 
4 Tage lang feucht gehalten. In bestimmten Zeitabstanden wurden Proben 
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der keimenden K6érner entnommen, in einem Glasmérse: zerquetscht und 
mit Wasser bzw. Phosphatpuffer (py 7,0) 24 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur unter Toluolzusatz extrahiert. Die Menge der Extraktions- 
fliissigkeit betrug das 13,5fache des Trockengewichts. Die Amylaseaktivitit 
der Filtrate wurde in der beschriebenen Weise bestimmt (Tabelie V1). 


Tabelle VI. Amylaseaktivitaét des keimenden Reiskornes. 





j-Amylase 





(py 4,6) «-Amylase (py 7,0) 
pase dro- Maltose Zeit zur Bild jer Jodfarbung 
Keimungs- a mg ae im eit zur Bildung der Jodfarbung 
eer dauer RS eo —————— ——— ——_—— 
Wasser-, Puffer- ____ Wasserextrakt : Pufferextrakt — 
Std. extrakt | extrakt Violett Rosa Gelb. Violett | Rosa Gelb 
Ungekeimt 1 18 69 |i >1200' — | — | 60 | etwa 
3 22 146 1200 
20 149 468 
1 Tag 1 9 65 >1200 — 60 — | — 
(in Wasser 3 17 163 
eingeweicht) 22 43 469 ~ 
2 Tage 1 56 112 120, 240 30 120 3890 
3 146 805 
21 447 533 
ee 1 129 228 30 120 300 20 40 120 
3 361 404 , 
22 486 555 
a cs 1 267 297 20 40 180 10 30 99 
3 361 396 : 
oo 0,5 172 208 10. +30 70 5 20 40 


1,0 237 288 


VI. Charakterisierung der Amylasen des gekeimten Reiskornes. 

‘ Wie gezeigt, verhalten sich beim ungekeimten Reiskorn die beiden 
Amylasen vom px-Optimum 4,6 und 7,0 wie reine «- bzw. B-Amylase. 
Um das Verhalten dieser Amylasen bei der Keimung kennenzulernen, 
haben wir die verzuckernde und dextrinierende Wirkung im Wasser- 
extrakt von 5 Tage lang gekeimtem Reis bei px 4,6 und 7,0 bestimmt. 
Die Ergebnisse der Tabelle VII zeigen, daB sich die Amylasen bei px 4,6 


Tabelle VII. Verzuckernde und dextrinierende Wirkung der 
Amylasen des gekeimten Reiskornes. 





Desenadinniaads Dextrinierung 
Py der | : eee : : Zeit zur Anderung der Jodfirbung 
Hvydrolyse | ™g im Gesamtansatz nach 30 Min. 
‘ , gebildeter Maltose ie WE RA 
Violett Rosa 


Gelb 


46 172 | 10 30 70 
7.0 150 10 30 70 
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und 7,0 wie die charakteristischen Malzamylasen verhalten. Die reine 
x-Amylase (vom px-Optimum 4,6) und die reine #-Amylase (py-Opti- 
mum 7,0) des ungekeimten Kornes werden bei der Keimung in das fiir 
Malz charakteristische Gemisch von «- und f-Amylase (% -+ 8) um- 
gewandelt. 

Diskussion. 


Die Untersuchung hat gezeigt, daB im ungekeimten Reiskorn 
die Amylase teilweise in adsorbierter Form vorliegt, da sie mit Wasser 
nicht ausgezogen werden kann. Phosphatpuffer dagegen vermag bei 
pu 7,0 das Enzym in etwa fiinfmal gréBerer Menge zu extrahieren. 

Vor langere: Zeit wurde gefunden, dais ungekeimte Gerste mehr Amylase 
enthalt als durch Wasser extrahierbar ist. Darch Behandlung mit Papain 
erhalt man eine Zunahme der Amylasewirksamkeit, und Ford und Guthrie (11) 
schlieBen daraus, daB das kolloide Enzym dadurch frei und léslich gemacht 
wird. Baker und Hulton (12) bestatigten diese Befunde und gelangten zu 
der Ansicht, daB die Amylase im ungekeimten Samen an Hordein gebunden 
und deshalb inaktiv ist und durch den Abbau des Proteins frei gemacht 
und in lésliche Form gebracht wird. V. Siniewsky (13), J. Weichherz und 
H. Asmus (14), H. Liiers und R. Lechner (15), sowie K. Myrbdck und 
S. Myrbdck (16) bestatigten und erweiterten die Befunde von Ford und 
Guthrie (11). 


Im Gegensatz zu den genannten Autoren zeigten Chrzaszcz und 
Janicki (17), daB die Amylaseaktivitat der Gerste durch Schwefelwasserstoff 
erheblich gesteigert werden kann. Diese Aktivierung durch H,S ist von 
einem im Vergleich zur Papainwirkung nur geringfiigigen Proteinabbau 
begleitet und aus diesem Grunde halten diese Autoren die erstgenannten 
Ansichten iiber den Mechanismus der Amylaseaktivierung fiir nicht stich- 
haltig. 

Unsere Untersuchungen am ungekeimten Reis haben gezeigt, dab 
ein groBer Teil der Amylase (80 bis 90°) in gebundener und wasser- 
unléslicher Form vorhanden ist. Die adsorbierte Amylase kann leicht 
mit Phosphatpuffer zur Lésung gebracht werden. Mit Hilfe der Phos- 
phatpufferextraktion bestimmt man also die gesamte im Korn vorhandene 
Knzymmenge. Von Interesse ist ferner, da die «-Amylase, die nach 
der Ansicht einiger Autoren im ungekeimten Samen nicht vorhanden 
ist, durch Phosphatpufferextraktion aktiv erhalten werden kann. 
Diese Amylase hat ein py-Optimum von 7,0, wahrend dasjenige der 
f-Amylase des ungekeimten Kornes bei py 4,6 liegt. Beide verhalten 
sich wie reine «- und B-Amylase bei der Hydrolyse von Amyloamylose. 
Bei dem Enzym mit dem px-Optimum 7,0 wird der Endpunkt der 
Jodfirbung (violett) ohne meBbare Bildung reduzierender Gruppen 
erreicht. 

Jer Mechanismus der Zunahme der Amylasewirksamkeit bei der 
Pufferextraktion ist nicht aufgeklart. Jedenfalls diirfte die Zunahme 
nicht auf dem Abbau des EiweiBkérpers beruhen, an welchen vermutlich 
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das Enzym adsorbiert ist, da Phosphatpuffer allein nicht imstande ist, 
KiweiB zu zerlegen. Es ist méglich, daB die Aktivitaétszunahme auf der 
Freilegung eines Aktivators oder der Elution der Amylase selbst 
beruht. Diese Punkte bedirfen der weiteren Aufklarung. 

Die Untersuchung der Amylaseaktivitét des Reiskornes wahrend 
des Reifens hat ergeben, daB sowohl die x%- wie die 6-Amylase mit fort- 
schreitender Reifung an Aktivitat verlieren. Aus dem voll ausgereiften 
Korn kénnen sie mit Wasser nicht in aktiver Form extrahiert werden, 
wohl aber aus dem Korn des Milchstadiums. Einige der von uns unter- 
suchten Reissorten geben auch im Milchstadium keine aktiven Wasser- 
extrakte. In diesen Fallen lassen sich die Amylasen leicht durch Phos- 
phatpuffer extrahieren. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann man schlieBen, daB die In- 
aktivierung der Amylase im spateren Reifestadium zum Teil auf deren 
Adsorption an EiweiBstoffe oder an andere kolloide Bestandteile des 
Plasmas beruht. Nur der nicht adsorbierte Anteil des Enzyms bleibt 
aktiv. Neben diesen physikalischen Einfliissen auf die Inaktivierung 
wihrend des Reifens kann die Frage nach dem Vorhandensein eines 
Aktivators oder Hemmungskorpers nicht auBer acht gelassen werden. 

Bei der Keimung des Reiskornes haben unsere Versuche folgendes 
ergeben: a) die Aktivitat der «- und B-Amylase nimmt wahrend der 
Keimung zu; b) der Unterschied in der Enzymaktivitat des Wasser- 
und Phosphatpufferextrakts wird wahrend der Keimung geringer; 
c) die reine «- und 6-Amylase des ungekeimten Kornes verwandelt sich 
in ein Amylasesystem (« + 8), welches fiir Malz charakteristisch ist 
und beide Komponenten enthalt. 

Unsere vorlaiufigen Versuche haben ferner ergeben, dab wahrend 
der Keimung mehr anorganischer Phosphor gebildet wird, wahrschein- 
lich infolge Hydrolyse von organischen Phosphorverbindungen durch 
die’ im Korn vorhandenen Phosphatasen. Da, wie gezeigt, Phosphat 
die Amylase in aktiver Form frei macht, ist es wahrscheinlich, daB die 
Zunahme der Enzymaktivitét im Wasserextrakt waihrend der Keimung 
zum Teil dieser Bildung von Phosphat zuzuschreiben ist. Sie kann aller- 
dings auch durch Freiwerden von Aktivatoren bedingt sein, deren 
Freilegung ebenfalls durch Phosphat begiinstigt wird. Es ist nétig, 
diese Fragen genauer zu untersuchen. 


Die Unterschiede des Amylasesystems des ungekeimten Reiskornes, 
des Kornes im Milchstadium und des gekeimten Kornes treten deutlich 
in den Aktivitaéts-py-Kurven (Abb. 1) hervor. Wie man sieht, ist die 
Form der Kurve der Amylase des ungekeimten Kornes vollkommen 
verschieden von der Form der beiden anderen: Beim gekeimten Korn 
zeigt die Amylase einen breiten Aktivitatsbereich von py 4,0 bis 8,0, 
wihrend die Amylase des ungekeimten Kornes ein mehr oder weniger 
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scharf ausgepragtes Optimum zwischen px 4,0 und 5,0 und rasches 
Absinken der Aktivitat auf Null bei px 7,0 aufweist. Dies deutet darauf 
hin, daB& die «-Amylase des ungekeimten Kornes bei der Keimung in 
eine (« + £)-Amylase umgewandelt ist, welche fiir Malz charakteristisch 
ist. Aus dem Gesagten laBt sich schlieBen, daB der Extrakt von un- 
gekeimtem Korn in Wirklichkeit ein komplexes Gemisch von Amylasen 
enthalt, deren py-Optima verschieden sind. Dabei braucht nicht un- 
bedingt eine zweigipflige pu-Kurve aufzutreten; es ist méglich, dab 
ein Gemisch solcher Enzyme eine px-Aktivitétskurve mit nur einem 
pu-Optimum ergibt, dessen Lage von der quantitativen Verteilung der 
beiden Amylasen des Gemisches abhangt. 

In diesem Zusammenhang sind die neueren Befunde von Teller (18), 
welche nach Beendigung unserer Versuche erschienen sind, recht anregend. 
Teller hat gezeigt, daB keimende Gerste, Roggen und Weizen und gewisse 
andere Pflanzenprodukte zwei Typen von zuckerbildender Diastase ent- 
halten, welche bei verschiedenem py und verschiedener Temperatur ver- 
schiedene Aktivitaét besitzen. Sie werden als_ ,,Reservediastase’* und 
, vegetative’ Diastase bezeichnet. Erstere ist der charakteristische Typ fiir 
normales Weizenmehl und andere Reservesubstanzen, letztere ist der Typ, 
der sich wahrend der Keimung bildet. Der Quotient aus der bei py 4,5 
und bei py 6,2 gebildeten Maltosemenge (60°) ist bei der Reservediastase 
groBer als 1, bei der vegetativen Diastase kleiner als 1. In diesem Zusammen- 
hang sei darauf hingewiesen, daB in einer friiheren Arbeit von Giri und 
Subrahmanyan (19) gezeigt worden ist, daB die Amylase von gekeimtem 
Cumbu (Pennisetum typhoideum) zwei py-Optima aufweist, bei py 5,0 und 
bei py 4,0. Es ist daher wahrscheinlich, daB auch hier zwei zuckerbildende 
Enzyme vorliegen, wie von Teller erwiesen worden ist. 

Zusammenfassend ergibt sich aus unseren Versuchen, da die 
Selbstregulierung der amylolytischen Tatigkeit der lebenden Zelle 
wahrscheinlich durch Adsorption und Elution des Enzyms geschieht, 
wozu der EinfluB von spezifischen Aktivatoren und Hemmungskérpern 
treten kann. 

Zusammenfassung. 


1. Im ungekeimten Reiskorn befindet sich die Amylase zum groBen 
Teil in gebundener (adsorbierter) Form und kann mit Wasser nicht 
extrahiert werden. Mit Phosphatpuffer dagegen erhalt man bei px 7,0 
aktive Extrakte, sowohl in bezug auf verzuckernde wie dextrinierende 
Wirkung. 

2. Ungekeimtes Reiskorn enthalt zwei Amylasen mit verschiedenem 
pu-Optimum. Die Amylase mit dem Optimum bei pu 4,6 verhalt sich 
bei der Hydrolyse von Amyloamylose wie reine 6-Amylase, diejenige 
mit dem Optimum bei pu 7,0 wie reine «-Amylase. 

3. Im Verlauf des Reifens werden die zwei Amylasen allmahlich 
inaktiv, und im vollig ausgereiften Korn sind sie mit Wasser nicht 
extrahierbar. 
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4. Wahrend der Keimung nimmt die Aktivitat beider Amylasen 
zu. Der Unterschied zwischen der Extrahierbarkeit mit Wasser und 
Phosphatpuffer verringert sich wahrend der Keimung. 

5. Die reine «- und f-Amylase des ungekeimten Reiskornes wird 
bei der Keimung in ein Amylasesystem (a + 8) umgewandelt, welches 
fiir Malz charakteristisch ist. 


Die Autoren sind Herrn Prof. V. Subrahmanyan fiir dessen reges 
Interesse an dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. 
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Uber die Milchsiurebestimmung im Harn. 
Von 
Gerhard Matthiessen. 


(Aus der Medizinischen Poliklinik der medizinischen Akademie und 
der zweiten medizinischen Abteilung der Stadtischen Krankenanstalten 
Diisseldortf.) 

(Eingegangen am 18, Oktober 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Milchsdure ist heute noch immer ein der im Hinblick auf die 
Lungen- und Kreislauffunktion interessantesten und meist diskutierten 
intermediaren Stoffwechselprodukte. Sie ist einerseits, im Gegensatz zu 
den ibrigen beim Kohlenhydratabbau in der Anoxaémie héchstwahr- 
scheinlich auftretenden Carbonylverbindungen der C,-Stufe, chemisch 
recht stabil, andererseits tritt sie in verhaltnismaBig groBen Mengen auf, 
so daB sie leicht zu fassen und zu bestimmen ist. 

Die Griinde, weshalb wir die Milchsaéure in den Kreis der an unserer 
Klinik durchgefiihrten Untersuchungen der beiden groBen Transport- 
systeme, Lunge und Kreislauf mit einbezogen, liegen einmal in ihrer 
sicherlich vorhandenen Bedeutung fiir die Sauerstoffspannungsverhalt- 
nisse im Blute unter Anoxamie, in zweiter Linie in der wichtigen Frage 
der Extraverbrennung in der Lunge und nicht zuletzt in der Méglichkeit, 
daB die Kontrolle der Milchsiureausscheidung bei gleichzeitiger Re- 
gistrierung der QO,-Aufnahme und Berechnung des _ respiratorischen 
(QWuotienten wahrend langdauernder und schwerer Arbeit eine ungefaihre 
Ubersicht iiber die Menge der verbrauchten Kohlenhydrate und damit 
der Glykogendepots geben kann. 

Unter Sauerstoffmangel, wie z. B. bei den kardial und pulmonal be- 
dingten Insuffizienzen einerseits, bei schwerer Arbeit und_ sportlichen 
Dauerleistungen andererseits, wird Milchséiure in verstarktem MaBe ge- 
bildet. Im Zusammenhang damit tritt eine Verschiebung des py nach der 
sauren Seite ein. Wie Magaria, Tenati und Edwin Lang berichten, kann 
unter Arbeit die Senkung des py einen Wert von 0,23 bzw. 0,4 erreichen. 
Diese Verschiebung bewirkt eine Erhéhung der Sauerstoffspannung im 
Blute. Aus Dissoziationskurven des Blutes, die nach Arbeit gewonnen 
wurden !, ist diese Erhéhung, die sich in einer Rechtsverschiebung gegeniiber 
der normalen Kurve bemerkbar macht, deutlich zu ersehen. Ob allerdings, 
von der Kohlensaéure abgesehen, die Milchsaure allein fiir die Anderung des 
Pu und damit der O,-Spannung verantwortlich zu machen ist, miissen 
spitere Untersuchungen ergeben. Sicher ist sie, im Verhaltnis zu anderen 


! Siehe z. B. Eppinger, Olmes de Carrasco u. Zaeper (im Druck). 
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unter Anoxamie eventuell auftretenden Saéuren, quantitativ der bedeutendste 
Faktor (Matthiessen und Vorwerk). 

Es ist gut vorstellbar, daB die Versorgung des arbeitenden Muskels mit 
Sauerstoff infolge der unter Arbeitsbedingungen erhéhten O,-Spannung 
eine bessere ist, mit anderen Worten, die venése Ausschépfung wird 
erhéht. Ob und in welchem Mae Beziehungen zwischen erhéhter Blut- 
milchséure und Milchsiureausscheidung einerseits und venéser Ausschépfung 
andererseits bestehen, oder ob die venése Ausschépfung von anderen Faktoren 
entscheidend beeinfluBt wird, mus noch untersucht werden. 

Die in den letzten Jahren viel erérterte Frage einer Extraverbrennung 
der Milchsaéure in der Lunge wurde in unserer Klinik von Olmes de Carrasco 
einer Nachpriifung unterzogen. Eine Extraverbrennung konnte zwar nicht 
ganzlich abgelehnt werden; es ergab sich aber, daB sie mengenmaBig sicherlich 
unbedeutend ist. Dieses Ergebnis war wichtig fiir eine neue Methode zur 
Bestimmung des effektiven Herzminutenvolumens, die im Anschlu8 an das 
Verfahren von Fick und Plesch der Diisseldorfer Poliklinik entwickelt wird 
und die auf dem Umweg iiber die venése alveolire O,-Spannung die O,- 
Sattigung im Mischblut des rechten Herzens zu bestimmen gestattet!. 

Uber die Ausscheidung von Milchséure im Harn ist verhaltnismaBig 
friih berichtet worden. Schon Spiro beschrieb 1877 das Auftreten von 
Milchséure im Harn von Normalen.nach Arbeit. Zuntz und Mering zeigten 
1883, daB intravenése Verabfolgung gréBerer Mengen Natriumlactat keine 
Steigerung der O,-Aufnahme hervorruft. Das Ergebnis dieses Versuchs ist 
beachtlich in Hinblick auf die oben erwihnte Extraverbrennung der Milch- 
siure in dar Lunge. Es ist bisher von den Autoren, die sich fiir eine Extra- 
verbrennung aussprachen, iibersehen worden. 

Stadelman untersuchte 1883 die Milchséureausscheidung bei oraler 
Aufnahme derselben und fand, daB ein Diabetiker, der 4,5 g pro Tag erhielt, 
betrachtliche Mengen ausschied. 

Minkowski stellte 1886 fest, daB der Harn entleberter Ganse sehr viel 
Milchséure enthielt, nicht aber der Harn normaler. 

Araki machte 1891 folgenden Versuch: Er setzte Hunde unter einen 
voriibergehenden Sauerstoffmangel. Bei der darauffolgenden Untersuchung 
des Harns ergab sich, da im Gegensatz zu dem Harn normaler Hunde mehr 
Milchséure ausgeschieden wurde. : 

Die Methoden der bisherigen Untersucher waren zum Teil sehr 
exakt. Z. B. isolierte Spiro die Milchséure als Zn-Lactat, sicherlich der 
genaueste Weg, jedoch auch der zeitraubendste. 

Um innerhalb des klinischen Betriebes die Untersuchungen durch- 
fiihren zu kénnen, kam es darauf an, eine Methode zu finden, die einer- 
seits nicht zu vicl Zeit in Anspruch nahm, andererseits die Méglichkeit 
bot, genaue und vergleichbare Werte zu erhalten. 

Einige Milchsiuremethoden beruhen auf folgendem Prinzip: Oxydation 
der Milchsaure in einem sauren Medium zu Acetaldehyd, Auffangen desselben 
unter Bisulfit und Riicktitration des nicht gebundenen Bisulfits mit Jod. 


! Einzelheiten hieriiber finden sich in den Arbeiten von Zaeper, Bei- 
trage z. Klin. d. Tuberkulose 88, H. 2; Knipping, ebenda 87, H. 6; Knipping, 
in Vorbereitung; Peters u. Zaeper, Zeitschr. f. exper. Med., im Druck: 
Vorwerk u. Olmes, in Vorbereitung. 
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Am gebrauchlichsten ist die Oxydation mit Kaliumpermanganat im schwefel- 
sauren Medium, wie sie von Shaffer, Friedemann, Cotonio, von Firth- 
Charnass u. a. angewandt wurde. Es hat sich jedoch herausgestellt, daB das 
Kaliumpermanganat den Acetaldehyd angreift oder auch die Milchsaéure zu 
anderen Produkten oxydiert. Diese Art der Oxydation wird deshalb nicht 
mehr angewandt. Eine andere von Klaus Hansen beschriebene Methode 
besteht in der Oxydation der Milchsaéure mittels Bichromat zu Essigsaure 
mit nachfolgender Bestimmung des verbrauchten Bichromats. AuBerdem 
ist noch die kolorimetrische Methode von Mendel-Goldscheider zu erwahnen. 

Fiir unsere Zwecke gingen wir aus von der von Miiller-Parcham 
ausgearbeiteten Bestimmung der Milchsaure im Blute, mit der schon im 
Universitéatskrankenhaus Eppendorf zu Hamburg bei Blutunter- 
suchungen gute Erfahrungen gemacht wurden. Es kam nun darauf an, 
diese Methode fur die Milchsiurebestimmung im Harn zu erweitern. 
Sie beruht auf folgendem Prinzip: Oxydation der Milchséure durch 
eine permanganatfreic Braunsteinsuspension zu Acetaldehyd, Auffangen 
desselben unter Bisulfit, Bestimmung des verbrauchten Bisulfits. 

Die Oxydation mit Braunstein kann selbstverstandlich nicht als 
spezifisch angesehen werden. Sicherlich gibt es noch mehrere, wenn auch 
in geringen Mengen im Urin vorhandene Sauren, die zu Ketonen oder 
Aldehyden oxydiert werden kénnen. Auch spielen die Carbonylver- 
bindungen aus dem Kohlenhydratabbau héchstwahrscheinlich eine 
gewisse Rolle. Wie wir feststellten, kommen sie im Harn des Normalen 
nur in sehr geringen Mengen vor. Ihre Isolierung und Identifizierung 
sind in Angriff genommen. 

Fiir die Milchséurebestimmung im Harn sind wir zunachst, aus- 
gehend von der Methode nach Miiller-Parcham, in folgender Weise 
vorgegangen : ‘ 

Vorbehandlung: 2 Teile Harn + 10 Teile Wasser werden mit 5 Teilen 
5%iger Kupfersulfatlbsung und 2 Teilen Calcitumhydroxyd versetzt und 
haufig geschiittelt. Nach 20 Minuten wird durch einen Schottschen Glas- 
filtertiegel Nr.11 G4 abgesogen. Der Filterinhalt wird mit je einem Teil 
Wasser zweimal nachgewaschen. 

Bei der Kupferkalkfallung zeigte es sich, da eventuell vorhandenes 
EKiweiB mit ausgefallt wurde. Stark eiweiBhaltiger Harn von schweren 
Schrumpfnieren ergab nach der Filtration keine Reaktion auf Eiweif mehr. 
Auch anderte sich der Wert fiir die Milchséure im Gegensatz zu vorher 
enteiweiBten Harn nicht, so daB8 von einer besonderen EnteiweiBung ab- 
gesehen werden konnte. 

Im einzelnen verfuhren wir genau nach Miéiller-Parcham, |. c¢. 

Bei der Titration mit Arsenit muB8 zum SchluB vorsichtiger verfahren 
werden, da die Jodstarke nur langsam verschwindet. AuSierdem wurde die 
Erfahrung gemacht, da8 die Titrationsergebnisse konstanter wurden, wenn 
vorher einige Tropfen einer 4%igen Kaliumjodidlésung hinzugegeben 
wurden. 

Mit diesem Verfahren wurden mehrere Bestimmungen an je 10 ccm 
Harn durchgefiihrt. Bei der Destillation zeigte sich jedoch, daB die 
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Farbe des Oxydationsgemisches nach dem Zugeben sehr bald ver- 
schwand. Selbst grobe Mengen, bis zu 300 cem, geniigten nicht, um eine 
bis zum SchluB der Destillation anhaltende Braunfairbung zu erreichen. 
Offenbar liegen im Harn Substanzen vor, die im Gegensatz zur Milch- 
siure leichter angegriffen werden. Die gefundenen Werte waren ent- 
sprechend zu niedrig (1 bis 12 mg-°%). Auch Zusatzversuche ergaben 
viel zu niedrige Werte. 

Aus diesem Grunde wurde versucht, durch Konzentrationsandet ung 
des Oxydationsgemisches die Ausbeuten zu verbessern. Je 10 ccm 
desselben Harns wurden wie oben beschrieben verarbeitet und mit dem 
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einfachen, 10-, 20-, 40- und 80fach verstairkten Oxydationsgemisch 
versetzt. Aus dem Verlauf der Abb. 1 ist zu ersehen, daB die maximale 
Ausbeute bei der zehnfachen Konzentration: liegt und daB dann ein 
Abfall eintritt. Wird Milchsaéure allein mit den verstirkten Konzen- 
trationen verarbeitet, so tritt der Abfall schon bei der zehnfachen 
Konzentration ein. 

Um das Verhalten der Milchsaéure im Harn zu kontrollieren, wurden 
Versuche an je 10cem Harn unter Zusatz von Icem mol. Zn-Lactat 
losung = 1,8 mg Milchséure angestellt. Auch hier ergab sich die gréfbte 
Ausbeute bei Verwendung der zehnfachen Konzentration (Abb. 1), und zwai 
entsprach der Wert fast genau der Summe aus dem Harnleerwert und dem 
Wert fiir das Zinklactat. 

Versuche mit enger abgestuften Konzentrationen des Oxydations- 
gemisches zeigt die Abb. 2. Bei Verwendung der zehnfachen Menge 
des Oxydationsgemisches wurden an Harnproben, denen 10 bzw. 
30cem mol. Zinkacetatlésung zugefiigt waren, befriedigende Ergeb- 
nisse erhalten. SchlieBlich wurde die Methode wie folgt festgelegt : 
10cem = 2 Teile Harn werden mit 13 Teilen Wasser, 3 Teilen 5 %ige: 
Kupfersulfatlésung und 2 Teilen Calciumhydroxyd versetzt und unte! 
mehrmaligem Schiitteln 20 Minuten stehengelassen. Nach Absaugen 
durch eine Filternutsche werden 10 ccm des Filtrats, = leem Harn 
+ 100 cem Wasser, in den Destillationskolben eingefillt. Nach Ve 
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treiben der Luft aus der Apparatur wird eine ausreichende Menge des 
Oxydationsgemisches hinzugefiigt, bestehend aus je 2 Teilenn/10 KMnO, 
und einer 1% igen Lésung aus kristallisiertem Manganosulfat und 
einem Teil 50 °%iger Schwefelsdure. Destillation und Weiterbehandlung 
wie oben. Die Reaktionsdauer von 2 Stunden kann nicht abgekiirzt 
werden, da sonst die Acetaldehydbindung unvollstindig bleibt (vgl. 
Miiller-Parcham, |. c.). 

Um einen Anhaltspunkt tiber den Einflu8 der fliichtigen und wasser- 
dampffliichtigen Carbonylverbindungen zu bekommen, wurde vorbehandelter 
Harn nur mit Zusatz von 50 °,iger Schwefelsaure destilliert ; die Bestimmung 
erfolgte wie tiblich. Nach Beendigung der Destillation wurde zum selben 
Harn das Oxydationsgemisch hinzugegeben, jedoch ohne Schwefelsaure. 
Die Vorlage wurde vorher erneuert. AuBerdem wurden zur Kontrolle 10 eem 
des gleichen Filtrats, wie vorgeschrieben, verarbeitet. Es ergab sich, dais 
die Carbonylkérper die Ausbeuten so wenig beeinfluBten, daB sie bei der 
Bestimmung auBer acht gelassen werden konnten. 

Es ist unbedingt erforderlich, analysenreine Reagenzien und redestilliertes 
Wasser zu verwenden und bei jeder Bestimmung den Leerwert der Reagenzien 
und der Apparatur festzulegen. 

Die mit dieser Methode beim Normalen gefundenen Werte schwank- 
ten zwischen 16 (nuchtern, morgens) und 80 mg-°%, (mittags). 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Ubersicht iiber die intermediar-chemischen Zu- 
sammenhinge und insbesondere die Beziehungen der Milchsdure 
zur Blutsauerstoffspannung gegeben. Dabei wird die Frage der Extra- 
verbrennung in der Lunge beriicksichtigt, welche fiir die Verwendbarkeit 
der meisten zur Zeit iiblichen Methoden zur Bestimmung des effektiven 
Herzminutenvolumens wichtig ist. 

Es wird eine Abanderung der Methode von Miiller-Parcham zum 
Zwecke der Milchsdurebestimmung im Harn beschrieben. 
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‘ber den Restkohlenstoff- und Reststickstoffgehalt des Blutes 


bei der akuten tédlichen Blausadurevergiftung. 
Von 
Takesi Inouye. 
(Aus dem Gerichtlich-medizinischen Institut der Medizinischen Fakultat 
in Kanazawa, Japan.) 


(Eingegangen am 1, November 1936.) 


Unsere friiheren Versuche haben ergeben (1) (2), daB die mehr oder 
minder erheblichen Steigerungen des Restkohlenstoff- und Reststick- 
stoffgehaltes des Blutes bei verschiedenen Formen des akuten Er- 
stickungstodes nicht, wie man friiher im allgemeinen annahm, unmittel- 
bar durch Sauerstoffmangel, sondern im wesentlichen durch heftige 
Krampfe und Bewegungen bedingt sind. 

Blausaure ist bekanntlich eines der heftigsten und am schnellsten 
wirkenden Gifte und ruft starke Atmungsstérungen neben Nerven-, 
Herz- und anderen verschiedenen Symptomen hervor. Das Wesen der 
Blausdurevergiftung ist noch nicht klargestellt, doch kann man von 
einer Erstickung der Organe bei Gegenwart iiberschiissigen Sauerstoffs 
sprechen (Geppert). Im Reagensglas erweist sich die Atmung von 
Geweben hoherer Tiere als mehr oder minder empfindlich gegen Blau- 
siure. Von einer einfachen Erstickung unterscheidet sich die Blau- 
sdurevergiftung dadurch, daB hier vielmehr die’ Gewebezellen selber als 
die Sauerstoffzufuhr beeintrachtigt werden. Es erschien von Interesse, 
unsere Erfahrung iiber den Reststickstoffgehalt des Blutes beim Er- 
stickungstod auf die Blausdéurevergiftung zu erweitern. 

In bezug auf Verainderungen des Blutes bei der Blausaéurevergiftung 
liegen zwar zahlreiche Arbeiten vor ; friihere Autoren konnten manchmal 
eine deutliche Zunahme des Reststickstoffs im Blute der vergifteten 
Tiere beobachten, wahrend in der mir zur Verfiigung stehenden Literatur 
keine Angabe iiber den Restkohlenstoff zu finden war, von einzelnen 
Bestandteilen, wie Glucose, Milchséiure abgesehen. Diese Unter- 
suchungen beziehen sich allerdings meistens auf eine mehr oder minder 
chronische Vergiftung. Die Versuchstiere wurden in der Regel am Leben 
erhalten und erholten sich manchmal allmahlich von der Vergiftung. 
Diese Erfahrungen kénnen nicht ohne weiteres auf die Falle von akuter 


tédlicher Vergiftung iibertragen werden. 

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Tiere mit einer 
groBen Dosis Blausiure vergiftet, so daB sie fast augenblicklich starben, 
damit die Resultate mit denen der friiher beschriebenen akuten Er- 
stickungsversuche verglichen werden konnten. 
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Material und Methodik. 

Als Versuchstiere wurden kraftige, etwa 2kg schwere Kaninchen 
benutzt, welche etwa 15 Stunden vorher zum letzten Male gefiittert worden 
waren. Am Tage vor der Vergiftung wurde das Tier gewogen und in der 
Herzgegend die Haare geschoren. Morgens wurden dem Kaninchen durch 
Punktion ungefahr 4cem Blut aus dem linken Ventrikel zur Feststellung 
des Ausgangswertes entnommen. Das Blut wurde mittels einer berechneten 
Menge Fluornatrium fliissig gehalten und in der unten beschriebenen 
Weise behandelt. Sogleich nach der Punktion wurde das Tier zur Erholung 
im eigenen Kafig frei gelassen. Nach einer mehr als 2'/,stiindigen Ruhezeit 
wurde die Blauséure mittels einer Tuberculinspritze in die Ohrvene ein- 
gespritzt. Besondere Versuche ergaben, dai eine intravenése Injektion 
von etwa 0,1 cem fliissiger Blauséure geniigt, um das Kaninchen in kurzer 
Zeit zu téten; bei Anwendung von Dosen iiber 0,2 cem pflegt der Herzschlag 
innerhalb 10 Sekunden unfiihlbar zu werden. In den nachfolgenden Ver- 
suchen wurden meistens 0,3 eem Blausaure pro Tier intravenés eingespritzt. 

Sobald das Tier tot war, wurde das Herz schnell bloBgelegt und aus 
beiden Ventrikeln je 4cem Blut mit Spritzen entnommen, die berechnete 
Mengen Fluorid enthielten. 3,0cem davon wurden médglichst schnell ab- 
gemessen, nach Folin und Wu mit Wolframat enteiweiBt, und das eiweibfreie 
Filtrat zur Bestimmung des Restkohlenstoffs und -stickstoffs verwendet. 
Zum Abmessen des Filtrats wurde die kiirzlich von mir beschriebene Pra- 
zisionspipette (3) benutzt. Der Kohlenstoff wurde wie friiher nach dem 
etwas abgedinderten Verfahren von Lieb und Krainick und der Stickstoff 
jodometrisch durch Mikro-Kjeldahl ermittelt. 


Ergebnisse und Besprechung. 

Die Folge der intravenésen Injektion von 0,3 cem fliissiger Blausaure 
war ein sofortiges Ausstrecken der Beine mit unmittelbar darauffolgender 
Laihmung und augenblicklichem Tod, wobei sonst keine Bewegungen, 
auBer fibrillaren Zuckungen, wahrgenommen wurden. Nur in einem 
Falle bei Injektion von 0,2 cem (Kaninchen Nr. 33) trat der Tod unter 
Krampfen (etwa vier Zuckungen) nach einigen Augenblicken ein. 


Tabelle I. 





é Rest-C (mg-%/o) Rest-N_(mg-9/o) 
cs sofort nach sofert nach 
5 Geschlecht Injektions- Aus- |_ __ dem Tod = 5 Hailes dem Tod 
iv nas Gowsent conte gangs- linker  rechter S8@Ngs- linker | rechter 
wert notaees gg Fee eae Frac 
Nr. ecm Ventrikel Ventrikel 
32 Q, 2lkg 0.3 163.3 1629 1708 40,2 45,5 46.5 
(— 0,4) (7,5) (5,3) (6,3) 
33 CS, 2. 0.2 133.5 148.2 1464 35,0 40,9 42.0 
(14,7) | (12,9) (5,9) (7,0) 
34 ot, 20, 0.3 1805 1299 1297 364 | 392 38,8 
(— 0,6) | (— 0,8) (2,8) (2,4) 
35 Ot. 0,3 137.7 136.1 137,1 37,8 41.6 40.9 
(— 1,6) (— 0,6) (3,8) (3,1) 


Bemerkung: Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die Zunahme. 
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Aus Tabelle I geht hervor, daB sich die Reststoffe, insbesondere 
Kohlenstoff, bei augenblicklicher Blausaiurevergiftung anders verhalten 
als bei den bisher untersuchten Formen des akuten Erstickungstodes. 
Bei letzteren nahm der Gehalt an beiden Reststoffen stets erheblich zu 
(z. B. bei Restkohlenstoff um 90°% und bei Reststickstoff um 30%). 

In vorliegenden Fallen nahm demgegeniiber der Restkohlenstoff 
gewohnlich nicht zu, sondern war oft eher etwas geringer als vor der 
Vergiftung. Lediglich Kaninchen Nr. 33 zeigte eine geringe Zunahme 
sowohl im arteriellen als auch im venésen Blute. 

Der Reststickstoff zeigte dagegen in samtlichen Fallen eine unverkenn- 
bare Zunahme. Mit Ausnahme von Kaninchen Nr. 33 war allerdings die 
Zunahme, verglichen mit den friiher untersuchten Fallen, auffallend klein. 
Sie lag an der unteren Grenze der damals beobachteten Zuwachsbreite. 

Man kénnte diese abweichenden Befunde als Folge der schnell 
eintretenden Schadigung der Gewebezellen, als der Quelle der Rest- 
stoffe, durch Blausaiure betrachten. Wir méchten jedoch eine andere 
Erklarung annehmen: Wie erwahnt, ist die Reststoffzunahme bei der 
akuten Erstickung im wesentlichen durch starke Muskelarbeiten vor 
dem Tode bedingt. Sie wird also in den vorliegenden Fallen ausbleiben, 
weil hier der Tod meistens augenblicklich, ohne irgendwelche heftige 
Muskelbewegungen, eintrat. Im Einklang damit steht die friiher mit- 
geteilte Tatsache, daB der Anstieg der Reststoffe beim Erdrosseln durch 
Curarisierung bis auf einen geringen Wert herabgedriickt werden kann. 

In diesem Zusammenhang sei hinzugefiigt, da Biinger (6) jiingst 
in einer Arbeit iiber die Beziehung zwischen der Muskelarbeit und dem 
Reststickstoff feststellen konnte, daB, je kiirzer und anstrengender die 
Leistung des Muskels ist, desto gréBer die Zunahme des Reststickstoffs ist. 

DaB die Konstanz des Reststoffgehalts nicht auf eine besondere, 
unmittelbare Wirkung der Blauséure zuriickzufiihren ist, geht daraus 
hervor, daB gerade bei Kaninchen Nr. 33, welches, anscheinend 
wegen der kleineren Dosierung, nicht sofort starb und demgemah 
ziemlich starke klonische Krampfe hatte, eine deutliche Zunahme des 
Restkohlenstoffs wie auch des Reststickstoffs auftrat. Die beobachtete 
Zunahme war allerdings nicht besonders stark, da die Bewegungen nicht 
so heftig und anhaltend wie in den friiher berichteten Versuchen waren. 
Dafiir spricht auch die von fritheren Autoren beobachtete Zunahme des 
Reststickstoffs, der Glucose, der Milchsiure usw. im Blute der mit 
Blauséure nicht tédlich vergifteten Kaninchen. 

Es fallt weiter auf, daB der Reststickstoff jedesmal zunahm, wihrend 
der Restkohlenstoff meistens keinen Anstieg zeigte. Auch bei Kaninchen 
Nr. 33 stieg jener viel starker an als dieser. Es sei erwihnt, da® in den 
friiheren Erstickungsversuchen die Zunahme des Restkohlenstoffs stets bei 
weitem gréBer war als die des Reststickstoffs. Dies scheint zunachst eine 


Eigenheit der Blauséurevergiftung zu sein; es muB jedoch der Stickstoff- 
gehalt des dargereichten Giftes mit beriicksichtigt werden. Die in den Blut- 
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strom gelangte Blausaéure wird bekanntlich durch Sulfurierung, Zerstérung, 
Ablagerung in Geweben und durch andere Vorginge ziemlich schnell, 
allerdings mit meBbarer Geschwindigkeit, daraus entfernt. In unseren 
Fallen hérte die Zirkulation bald nach der Injektion auf, und gleich danach 
erfolgte die Probeentnahme. Schon der Umstand, dafi die Blutproben 
immer stark nach Blausdéure rochen, weist auf nicht unbedeutende Mengen 
von im Blute zuriickgebliebenem Gift hin. Dieser Anteil kénnte die Er- 
héhung des Reststickstoffwertes bewirkt haben. 

Es wird zwar allgemein angenommen, dai Cyanderivate nicht oder 
doch nur nach besonderen Vorbereitungen nach Kjeldahl bestimmbar sind. 
Immerhin ist nicht anzunehmen. da der Cyanstickstoff beim Ajeldahlschen 
Verfahren ginzlich verlorengeht [vgl. dazu auch T'ettamanzi (5)]. In der 
Tat konnte ich durch besondere Versuche feststellen, daB ein Teil der dem 
Blut zugesetzten Blausiure von konzentrierter Schwefelsiure unter Bildung 
von Ammoniak zersetzt wird. 

8eem Kaninchenblut wurden in zwei gleiche Teile geteilt. Zu einem 
Teil wurde 1 cem. einer 0,9 %igen Cyannatriumlésung hinzugesetzt und zum 
anderen physiologische Kochsalzlésung. 2,0 cem beider Gemische wurden 
nach Folin und Wu mit Wolframat behandelt und der Stickstoffgehalt in 
den Filtraten genau wie beim Hauptversuch durch Mikro-K jeldahl ermittelt. 
Es wurden Unterschiede’ von 1 bis 3 mg pro 100 ccm im Stickstoffgehalt 
beider Filtrate gefunden. 

Nun enthalten 0,3 ccm fliissiger Blausaiure ungefaihr 0,1 g N. Der 
Anstieg des Reststickstoffs, der nach der Vergiftung beobachtet wurde, 
entspricht daher 3 bis 6% des in die Blutbahn eingefiihrten Stickstoffs, 
unter der Voraussetzung, da ein 2 kg schweres Kaninchen rund 100 ecem 
Blut besitzt. Man kann annehmen, daf soleh ein kleiner Bruchteil der ein- 
gefihrten Blausdure im Blute zuriickblieb und als Reststickstoff mit- 
bestimmt wurde. Es ist also denkbar, da bei geniigend rascher Vergiftung 
nicht nur der Restkohlenstoff, sondern auch der Reststickstoff in Wirklichkeit 
nicht zunimmt. Hiergegen spricht allerdings, daB der Restkohlenstoff gar 
keine Zunahme zeigte. Da Blauséure nahezu ebensoviel Kohlenstoff wie 
Stickstoff enthalt, ist der Grund wahrscheinlich darin zu suchen, daB beim 
Trocknen des schwach sauer reagierenden Blutfiltrats im Vakuum der Rest der 
Blausaure sich verfliichtigt. 

Zusammenfassung. 

Bei einer raschen, ohne heftige Bewegungen erfolgenden Blausaure- 
vergiftung nimmt, wie im Erdrosselungsversuch am _ curarisierten 
Kaninchen, weder der Restkohlenstoff noch der Reststickstoff des Blutes 
zu. Die Ergebnisse bestatigen, dab die Zunahme der Reststoffe im Blute 
beim akuten Erstickungstod durch heftige Bewegungen und Krampfe 
bedingt ist. 

Fiir die beobachtete geringe Zunahme des Reststickstoffs bei akuter 
Blausaurevergiftung diirfte der Stickstoff der injizierten Blausaure ver- 
antwortlich sein. 
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Zur chemisch-physiologischen Titigkeit des Kaliums und der 
Protoplasmaapparate. 


Von 
Oscar Loew, Berlin. 


(Eingegangen am 5, November 1936.) 


Seitdem Liebig durch zahlreiche Pflanzenanalysen erwiesen hatte, 
daB das Kalium stets in weit gréBerer Menge vorhanden ist als das 
Natrium, seitdem in der Schule Liebigs die Tatsache festgestellt war, 
daB Wasserpflanzen aus einer Lésung, in welcher mehr Natrium vor- 
handen ist als Kalium, die Pflanzen weit mehr Kalium als Natrium 
aufnehmen, seitdem dann Nobbe und Mitarbeiter gezeigt hatten, daB in 
Nahrlésungen, welche Natriumsalze statt Kaliumsalze enthielten, Buch- 
weizenpflanzen sich nur so weit entwickeln kénnen, wie der Kalium- 
gehalt der verwendeten Samen reicht, waren die Chemiker haufig 
bemiiht, in rein chemischer Hinsicht ebenfalls groBe Unterschiede in den 
chemischen Wirkungen von Kalium und Natrium aufzufinden. Die 
beobachteten Unterschiede sind jedoch zu unbedeutend, um die groBen 
Unterschiede in physiologischer Beziehung erkliren zu kénnen. Einige 
der beobachteten Unterschiede seien.in folgendem angefiihrt: 

Kaliumhydroxyd kondensiert Acetaldehyd zu Aldol, Natriumhydroxyd 
unter Wasserabspaltung zu Crotonaldehyd (Kopp und Michael); Phenol- 
kali, mit CO, erwarmt, liefert Salicylsdure, Phenolnatron aber die isomere 
Paraoxybenzoesiure (Kolbe). Phenol wird durch schmelzendes Kalium- 
hydroxyd zu Diphenyl kondensiert, wiihrend durch Natriumhydroxyd die 
Oxydationsprodukte Resorcin und Phloroglucin entstehen (Barth). Kalium 
entwickelt Wasserstoff aus kochendem Tripheny]methan, aber Natrium 
nicht. 

Manche Kondensationsvorginge gehen mit Kaliumathylat weit besser 
vonstatten als mit Natriumathylat (Wéislicenus, 1910), elektrolytische Zer- 
setzungen von organischen Kaliumsalzen gehen viel glatter vor sich als der 
entsprechenden Netriumsalze (Henri). Die durch alkalische Lésungen 
hervorgerufenen Autoxydationen gehen mit Kalilauge viel energischer von- 
statten als mit Natronlauge (Henrich, 1915). 


In neuerer Zeit hat man die Eigenschaft des Kaliums, Strahlen aus- 
zusenden, zur Lésung des Ratsels herangezogen, da Beta- und Gamma- 
strahlen chemische Wirkungen erzeugen kénnen. Natrium sendet keine 
Strahlen aus, das dem Kalium nahestehende Rubidium sendet jedoch 
Strahlen aus, aber dem schwacheren Vermégen entsprechend, kann es 
bei griinen Pflanzen das Kalium auch nur teilweise ersetzen. Aus meinen 
Versuchen mit Buchweizen ergab sich, daB in Nahrlésungen mit 
Rubidium statt Kalium die Pflanzen an Entwicklung nur das 30fache 
der Samentrockensubstanz gegeniiber dem mindestens 260fachen in 
normaler kaliumhaltiger Nahrlésung erreichen kénnen. 
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Jene Strahlen besitzen indessen bei gew6hnlicher Temperatur keinerlei 
ahnliche chemischen Wirkungen wie wir sie an lebenden Pflanzen beob- 
achten. Ich habe z. B. vergebens versucht, Formaldehyd zu Glykose zu 
kondensieren: Bei Verdiinnungen bis zu je 1%, Formaldehyd und kohlen- 
saurem Kali war das Resultat wesentlich dieselbe Rohformose! wie bei 
Kondensation mit Calciumhydroxyd. 


In neuester Zeit ist allerdings ein Fail beobachtet worden, wo jedenfalls 
eine bedeutende Strahlenwirkung des Kaliumcarborats vorliegt. Weder 
Lithium- noch Natriumearbonat haben eine Wirkung. Nur das dem Kalium 
sehr nahe verwandte Rubidium verhalt sich ebenso wie dieses. Nach Fischer, 
Bahr und Menzel? entstehen namlich fliissige und feste Kohlenwasser- 
stoffe, wenn feinverteiltes Ruthenium bei Gegenwart von 2°, Kalium- 
carbonat bei 170° C mit einem Gemisch von Kohlendioxyd und Wasserstoff 
behandelt wird; bei Abwesenheit des Kaliums entsteht lediglich Methan. 
Das Kaliumearbonat bedingt also eine bedeutende Kondensationswirkung, 
allerdings erst bei 170° C, 

Wenn man somit gezwungen ist, den Ausstrahlungen des Kaliums 
die chemisch-physiologische Tatigkeit der Kaliumsalze zuzuschreiben, 
so ist man andererseits in die Notwendigkeit versetzt, nach einem 
Faktor zu suchen, der jene Strahlentatigkeit in den lebenden Zellen bei 
gewohnlicher Temperatur erméglicht. Dieser Faktor kann nur die freie 
chemische Energie der lebenden Protoplasten sein. Wenn jedoch das 
KiweiBmolekiil lediglich als ein hochmolekulares Polypeptid betrachtet 
wird, dann muB die chemische Energie der lebenden Protoplasten 
unerklarbar erscheinen, denn ein solches Gebilde ist nicht labiler 
Natur. 


Beweise fiir die labile Natur der Nucleoproteide der lebenden 
Protoplasten kénnen aus den seit langer Zeit bekannten, aber nicht 
gentigend beachteten Erscheinungen beim Absterben lebender Organe 
abgeleitet werden. Diese Vorginge bestehen in der Entwicklung von 
Wdarme und dem Auftreten einer sawren Reaktion. Nach dem individuellen 
Tode eines Menschen erfolgt ein langsames Absterben simtlicher Organe, 
da die Atmungskohlenséure nicht mehr entfernt wird. Es laBt sich 
zunachst beobachten, daB die Kérpertemperatur nicht absinkt, sondern 
einige Zeit konstant bleibt, dann ansteigt, haufig um 1,5°. Diese Warme- 
menge ist keineswegs gering, wenn man bedenkt, daB der durchschnitt- 
liche Wassergehalt der Weichteile iiber 70°, und der Knochen noch 
50% betragt, also bei einem Menschen von 70 kg Kérpergewicht etwa 
39 kg. Es ist dabei noch in Betracht zu ziehen, daB die spezifische 
Warmekapazitat des Wassers eine sehr bedeutende ist. 


Was Pflanzen betrifft, so sind solche Beobachtungen aus klaren 
Griinden ausgeschlossen, jedoch gelang es mir, die labile Natur der 


! Allem Anschein nach entsteht Formose aus 2 Molekiilen intermediar 
gebildetem Dioxyaceton. In Pflanzen wurde Formose niemals angetroffen. 
2 Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft 1936, S. 183. 
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teserveproteinstoffe in der Epidermis von Blattern und dem Speicher- 
gewebe der Rinde nachzuweisen!. 

DaB die kinetisch-labilen Verbindungen gewisse Atome in beweg- 
licher lockerer Bindung enthalten, ist bekannt und daB Warmeschwin- 
gungen diese Atome in labiler Stellung leichter in Schwingungen ver- 
setzen als die festgebundenen Atome, ist leicht begreiflich. DaB diese 
Schwingungen von gréBerer Amplitude als die von thermischer Energie 
sind und als freie chemische Energie zu bezeichnen sind, diirfte wohl 
leicht zugegeben werden; ebenso dafS die Umlagerungen der labilen 
Atomgruppen um so leichter stattfinden, je intensiver jene Atom- 
schwingungen sind. Wenn es sich um Aminogruppen in labilen Mole- 
kiilen handelt, so kénnen Saéuren durch ihre Anlagerung an diese Amino- 
gruppen die Umlagerung erschweren, wie es z. B. beim Aminoathyl- 
aldehyd (Fischer, Newberg) und seiner salzsauren Verbindung statt- 
findet. Eine Analogie hierzu liegt in den lebenden Protoplasten vor, 
da die labilen Eiwei8molekiile mit Nucleinséure zu Nucleoproteiden 
verbunden sind. So diirfte erklarlich werden, daB die labilen Nucleo- 
proteide eine relative Bestandigkeit zeigen. 

Bei der groBen Labilitat der Proteinstoffe in lebenden Protoplasma- 
apparaten ist die chemische Titigkeit derselben begreiflich. Strasburger 
hat aus seinen Beobachtungen geschlossen, daB die Proteinstoffe in den 
Zellkernen gebildet werden. Nun zeigt sich, daB der Kaliumgehalt im 
Samen um so mehr ansteigt, je gréBer der EiweiBgehalt der Samen ist. 
So enthalt z. B. Weizenkorn im kg 6,4 g Kalium auf 23,9 g Stickstoff. 
waihrend die Sojabohne 14,0 g Kalium auf 58,9 g Stickstoff enthalt, so 
daB man folgern kann, daB die EiweiBbildung gewisse Kaliummengen 
benétigt?. Diese Verhaltnisse sind nicht konstant bei verschiedenen 
Pflanzen, weil Beobachtungen darauf hinweisen, da auch die Bildung 
von .Stairkemehl und Fett aus Glykose die Mitarbeit von Kalium 
erfordert. Méglicherweise besteht die chemische Wirkung der Proto- 
plasten wesentlich in der Lockerung der Affinitaten, z. B. bei Asparagin 
und Glykose, waihrend das Kalium hauptsachlich Reduktionen, Oxy- 
dationen, Kondensationen und Polymerisationen vermittels seiner 
Strahlen besorgt. 


1 Siehe ,,Die Bildung von Eiwei8 in den Pflanzen‘, Verlag Gebr. 
Borntraeger, Berlin; An gew. Bot.1933, 8.518; ferner ,,Protoplasma‘ 11, 
196, 1930. 2 Siehe hieriiber auch meine Mitteilung in ,,Die Ernahrung 
der Pflanze‘‘ 1934, S. 143. Es sei hier ausdriicklich hervorgehoben, da} es 
auch chemisch-physiologische Vorginge gibt, bei denen auch andere minera- 
lische Nahrstoffe in Betracht kommen. So z. B. das Magnesium im Chloro- 
phyll, das von Willstdtter aufgefunden wurde und eine wichtige Rolle im 
AssimilationsprozeB  spielt. 
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Untersuchungen an Flechten, Pilzen und Algen. 
Von 
R. S. Hilpert, D. Becker und W. Rossée. 


(Aus dem Institut fiir Chemische Technologie der Technischen Hochschule 
in Braunschweig.) 
Eingegangen am 11. November 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Flechten, Algen und Pilze werden allgemein als die tiefste Stufe 
der Pflanzenwelt betrachtet. Wir haben mit ihrer Untersuchung be- 
gonnen, in der Hoffnung, daB sich von hier aus das Verstandnis fiir die 
héheren Pflanzen eréffnen wiirde. Es handelte sich zunachst um die 
Frage, ob bereits bei den Stadien der Entwicklung eine auch in chemischer 
Hinsicht charakterisierbare Cellulose auftritt. Der bisher allein benutzte 
Nachweis beruht auf Farbreaktionen, die keinen AufschluB iiber die 
Beschaffenheit der Kohlenhydrate geben kénnen. Eine merkwiirdige 
Ausnahme bilden nur die Meeresalgen, die groBes technisches Interesse 
gefunden haben. Eine reiche Patentliteratur verspricht, aus ihnen 
Cellulose und Kunstseide herzustellen, und man hat sogar die wirt- 
schaftlichen Voraussetzungen hierfiir diskutiert. Wissenschaftliche 
Untersuchungen auf praparativer Grundlage liegen dagegen nicht vor. 

Uber das Auftreten von Lignin findet man die widersprechendsten 
Angaben. In praparativer Hinsicht ist Lignin als die Substanz charak- 
terisiert, die bei der Behandlung der Pflanzenteile mit konzentrierten 
Sauren hinterbleibt, wobei angenommen wird, daB die Kohlenhydrate 
hierbei vollstandig in Lésung gehen. Auf diese Weise haben Aénig und 
Rump aus Cetraria islandica durch Behandeln mit 1 %,iger Salzsaure (1) 
ligninahnliche Substanzen erhalten, waihrend Holmberg (2) mittels der 
viel milder wirkenden Thioglykolsdure kein Lignin hat nachweisen 
kénnen. Die Meeresalgen geben mit Sauren weit mehr Reaktions- 
produkte, die noch von Klason (3) in der letzten Zeit als Lignin ein- 
gehender bearbeitet worden sind. 

Ob Lignin in den Pilzen vorkommt, ist dagegen strittig. Hieriiber 
berichten in jiingster Zeit Thom und Philipp (4), die bei der Behandlung 
der Pilze mit rauchender Salzsdure in einigen Arten, insbesondere den 
braunen und schwarzen Pilzen, groBe Mengen an Lignin festgestellt 
haben, wahrend Holmberg die von ihm durch Behandlung mit Thio- 
glykolsdéure erhaltenen Verbindungen nicht auf Lignin zuriickfiihrt 
und daher dessen Vorkommen auch in den Pilzen verneint. Diese 
Frage findet dadurch ein allgemeineres Interesse, als nach heutiger 
Anschauung Flechten ein Produkt der Symbiose von Algen und Pilzen 
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sind. Diese Zusammenhange miissen sich in irgendeiner Weise aucl 
chemisch geltend machen. 

Die Zusammensetzung der Pilzsubstanz ist bisher in ihren Einzel- 
heiten sehr wenig bekannt. An Stelle des Gehaltes an Stickstoff wird 
in der Literatur meistens der Proteingehalt angegeben, indem det 
experimentell festyestellte Stickstoffgehalt kurzerhand mit dem iiblichen 
Faktor multipliziert wird. Das ist um so metkwiirdiger, als man gleich- 
zeitig annimmt, daB das stickstoffhaltige Chitin einen wesentlichen 
Anteil am Aufbau der Geriistsubstanz nehmen soll. Auch zur Klarung 
dieser Frage wollen wir beitragen. 

Als wir die Untersuchung begannen, glaubten wir noch an die 
Existenz eines Lignins, das bei der Reaktion mit Saure als nicht hydro- 
lysierbarer Anteil zuriickbleibt. Wir haben daher den Reaktions- 
produkten mit Sauren eine groBe Aufmerksamkeit zugewandt. Es hat 
sich dann herausgestellt, da auch Kohlenhydrate unter diesen Be- 
dingungen in ligninahnliche Substanzen itibergehen (5). Wir werden 
daher unsere Ergebnisse unter diesem Gesichtspunkt weiter verwenden. 
Das Verhalten gegen Saure ist bei den einzelnen Zuckern verschieden. 
Als besonders empfindlich haben sich Fructose und Xylose erwiesen, 
waihrend Glucose und Galaktose sehr bestandig sind. Die Wirkung der 
Saure auf die Zucker nimmt aber bei tieferen Temperaturen so rasch ab, 
daB sie bereits bei 0° fast verschwindet (6). Das Verhalten, das die 
Pflanzenteile bei tiefen Temperaturen gegen Saure zeigen, laBt also 
Riickschliisse auf die in ihnen enthaltenen Kohlenhydrate zu. 

Wie schon oben betont wurde, wollten wir die Untersuchungen auf 
Cellulose mit chemischen Methoden durchfiihren. In prapatativer 
Hinsicht wird als Cellulose bei den héheren Pflanzen der Substanz- 
anteil betrachtet, der bei der Behandlung mit heiBer Natronlauge oder 
Bisulfiten zuriickbleibt. Es handelt sich hierbei durchaus nicht um 
reine Cellulose in dem Sinne, daB das Reaktionsprodukt ausschlieBlich 
aus Glucoseresten aufgebaut ist. Sie enthalten stets mehr oder weniger 
Pentosen und zum Teil auch noch groBe Anteile des scheinbaren Lignins. 
Immerhin gibt die Behandlung mit Natronlauge bei verschiedener 
Temperatur einen gewissen Einblick in den Aufbau der Pflanzen- 
substanz. Neben Natronlauge haben wir das sehr viel milder wirkende 
Natriumsulfit verwandt, das besonders dadurch charakterisiert ist, 
daB die bei der Kochung entstehenden Fliissigkeiten neutral sind und 
eine starke hydrolytische Wirkung nicht ausiiben kénnen (7). Dem- 
entsprechend sind auch die Ausbeuten an Zellstoff hier am héchsten. 
Praktisch verwendbar ist Natriumsulfit nur bei Stroh, wahrend die 
Hoélzer weit weniger angegriffen werden. Demnach ist die Behandlung 
mit Natriumsulfit als der mildeste Eingriff zu betrachten, der durch 
Kochungen iiberhaupt méglich ist. Der Teil der Kohlenhydrate, der 
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mit den genannten AufschluBmitteln in Lésung geht, wird in der Cellulose- 
chemie meist als Hemicellulose bezeichnet. Besteht also die Substanz 
zum groBten Teil aus Kohlenhydraten, so ergibt das Verhaltnis C : H,O 
den Hydratisationsgrad. Bei den einfachen Hexosen C,H,,.0, hat 
dies Verhaltnis den héchsten Wert = 1. Die Cellulose C,H,,0, entsteht 
durch Abspaltung von 1 Mol Wasser. Sie bildet aber nicht die Grenze 
dieses Vorganges, die bei den Hoélzern etwa bei der Stufe 3 C,H,,0; 

2 H,O erreicht wird. Der Grad der Wasserabspaltung ergibt sich 
aus dem Kohlenstoffgehalt, der bei den Hexosen CgH,.0, 40,5%, bei 
der Cellulose 44,5%, bei dem Celluloseanhydrid 2 C,H,,O; — H,O 
47,2% C betragt. Die Pflanze nimmt die Abspaltung von Wasser vor, 
um die Geriistsubstanz gegen die auflésenden Enzyme zu schiitzen. 
Bei den Reservesubstanzen, die im Gegenteil hierzu auflésbar sein 
miissen, darf die Wasserabspaltung nicht den Grad wie bei der Geriist- 
substanz erreichen. Ihr Kohlenstoffgehalt ist daher geringer als der der 
Cellulose. Diese Hypothese ist eingehender an anderer Stelle begriindet 
worden (8). 

Flechten. 

Die in den letzten Jahren iiber Flechten ausgefiihrten Unter- 
suchungen beziehen sich fast ausschlieBlich auf die mit organischen 
Lésungsmitteln abtrennbaren Flechtenséiuren und auf das durch Kochen 
mit Wasser extrahierbare Lichenin, das der Starke nahesteht. Die erst- 
genannten Verbindungen scheiden bei der vorliegenden Untersuchung 
aus. Dagegen war es nétig, die Zusammensetzung des Lichenins genauer 
festzustellen, da dieser Anteil bei der Gesamtanalyse eine wesentliche 
Rolle spielt. Unser erstes Ziel war es, die Elementarzusammensetzung 
der Flechten festzustellen, sowie sie sich nach der Extraktion der 
Flechtenséuren ergibt. 

Zur Untersuchung haben wir Flechten verwandt, die zum gréBten 
Teil von Herrn Dr. Albert Schmidt in Paris fiir uns gesammelt und 
charakterisiert wurden. Wir sprechen ihm auch an dieser Stelle unseren 
herzlichen Dank aus. Die Ergebnisse der Elementaranalyse sind in 
Tabelle | wiedergegeben. Danach sind, abgesehen von der Lobaria, 
alle Proben annahernd gleich zusammengesetzt. Unter dem oben er- 
lauterten Gesichtspunkt der Wasserabspaltung aus Kohlenhydraten 
entfernen sie sich also unwesentlich von der Zusammensetzung der 
Cellulose. Die Lobaria nimmt eine Ausnahmestellung ein, welche 
durch ihren hohen Gehalt an Kohlenstoff und besonders an Stickstoff 
hervortritt. Wahrend der gréBte Teil der Flechten etwa 0,5°% Stickstoff 
enthalt, steigt der Gehalt bei der Lobaria auf 2,25°,. Auf diese Frage 
kommen wir weiter unten nochmals zu sprechen. 

Durch Kochen mit Wasser wird den Flechten das Lichenin entzogen. 
Fiir seine praparative Darstellung sind in der Literatur zwei Verfahren 
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Tabelle I. Zusammensetzung der Flechten. 
Elementaranalyse . . 
mit Alkohol/Benzol ex- ae k * hl ie nf po %/9 Pentosan 
Material trahiert auf aschefreier cate — Seana r ohne Vor- 
; Substanz Abii Riss ede at bereitung 
enn erninnnne || ereitung | auf Trocken- Infttrocke 
<i as | 0 lufttrocken substanz tla 
o ( oH 
Cetraria islandiea . 44,82 6,30 nen 0,7 
' ; s . 1,09 
Cetraria glauca . . 5,88 6,35 { 1,0: 
ae ms | 1,04 
Evernia prunastri . 45,22 6,69 0,5 0,97 
Parmelia furfuracea re 800 0,90 O85 a1 
Lobaria pulmonaria 46,1 6,5 2,25 0,8 (3,26 Asche) 
mit H,O extrahiert 46,5 6,6 (LAG 5°) 
Cladonia rangiferina 45,76 6,25 0,51 1,08 1,4 
Cladonia silvatica . 45,2% 6,62 0,43 1,01 (0,8 Asche) 


angegeben, die scheinbar nur wenig voneinander verschieden sind. 
Wahrend nach Karrer (9) die Flechte nach Vorbehandlung mittels 
Alkohol, Ather und Sodalésung mit Wasser ausgekocht wird, labt 
Hess (10) auf die Beandlung der Flechte mit Kaliumcarbonatlésung 
in der Kalte noch eine Bleichung mit Chlor und ein Nachwaschen mit 
Natriumsulfit folgen. Wir haben an Cetraria islandica das Verfahren 
von Hess sowie die einfache Extraktion ohne chemische Behandlung 
durchgefiihrt und den Einflu8 auf die Produkte durch die Elementar- 
analyse verfolgt. Hierbei zeigte sich deutlich der EinfluB der Vor- 
behandlung (Tabelle I1). Uberraschend ist die starke Wirkung der 
Kaliumcarbonatlésung, die bereits in der Kalte zu einer deutlichen 
Wasseraufnahme und der damit verbundenen Verringerung des Kohlen- 


Tabelle II. Licheninextraktion der Cetraria islandica. 





Elementaranalyse auf | 
aschefreier Substanz || 5 N 
pi 0+ 


Oo C 0/9 H 

Ausgangsmaterial mit Benzol/Alkohol extrahiert . . 44,82 6,30 mae 
Riickstand nach Behandlung mit Kaliumearbonat . . eh “9 
3.07 ).02 
B Behandlung mit Chlor und Natriumsulfit | red oa 
.,* Dehemintnekt nee 5.020% de els 45.06 6,13 

ohne Chlorbehandlung | ree ons 1,0 
Lichenin, dargestellt nach Hess ‘ | — aa 
“ s ohne Vorbehandlung ... . || 43,70 6,25 
Oelaioens Cee Oe See SO ss VS es 44,42 6,22 
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stoffgehaltes fiihrte. Die weitere Behandlung mit Chlor und Natrium- 
sulfit wirkte in der gleichen Richtung, so daB die Flechte in diesem 
Stadium bereits eine Zusammensetzung besaB, die zwischen Cellulose 
und den einfachen Zuckern stand. Nach der darauffolgenden Extraktion 
mit heiBem Wasser hinterblieb ein Produkt mit 45°, C, das also in der 
Zusammensetzung der Cellulose sehr nahestand. Dagegen lag die Zu- 
sammensetzung des anschlieBend dargestellten Lichenins zwischen der 
Cellulose und den einfachen Zuckern. Das einfache Auskochen mit 
Wasser unter Fortlassen von chemischen Agenzien fiihrte zu einem 
tiickstand mit 46% C. Dies Verhalten gibt eine gewisse Richtlinie fiir 
die praparative Behandlung von Pflanzenteilen. Selbst kohlensaure 
Alkalien sind nicht als harmlos zu betrachten, und sowohl sie wie auch 
die Einwirkung von Natriumsulfit und Chlor fiihren zu einer Wasser- 
aufnahme. 

Der wasserunlésliche Teil der Cetraria steht mit seinem Kohlenstoff- 
gehalt von 46° zwischen der Cellulose und einem Celluloseanhydrid. 
Danach geht auch bei diesen tiefstehenden Pflanzen die Wasser- 
abspaltung tiber die Stufe der Cellulose hinaus. Das aus dem wisserigen 
Auszug dargestellte Lichenin selbst entsprach auch bei den unvor- 
behandelten Praparaten nicht der Zusammensetzung C,H,,)0;, sondern 
einer wasserreicheren Stufe. In welcher Form es an den wasserarmeren 
Rest gebunden ist, kann auf Grund der vorliegenden Versuche nicht 
gesagt werden. Méglicherweise handelt es sich nur um eine sehr innige 
gegenseitige Durchdringung, wobei das Lichenin den primaren Bestana- 
teil darstellt, das in der Flechte in die stabilere wasserarmere Stufe 
umgewandelt wird. 

Eine charakteristische Eigenschaft unterscheidet die Flechten von 
den héheren Pflanzen. Das ist der ganz geringe Gehalt an Pentosanen, 
der bei den héheren Pflanzen 10 bis 25% betragt. 

Zur Untersuchung auf Cellulose wurden die Flechten mit Natron- 
lauge und Natriumsulfit gekocht. Sie gingen hierbei fast ganz in Lésung 
(Tabelle 111). Die Reaktionsprodukte wurden genauer bei Lobaria und 
Cladonia untersucht. Weder auBerlich noch chemisch haben sie mit 
Cellulose das geringste gemein. Die Flechten waren wohl noch in ihren 
Formen erhalten, aber soweit weich gekocht, daB sie beim Auswaschen 
in kleinste Fléckchen zerfielen. Wahrend aber bei den héheren Pflanzen 
bei der gleichen Behandlung die Ligninzahl heruntergeht, stieg sie bei 
einigen Kochprodukten der Flechte sogar an, bei der Lobaria (Kochung 3) 
auf 36,8°%. Aus diesen Feststellungen geht hervor, da Cellulose in den 
Flechten nicht oder nur in ganz geringen Mengen vorkommt. Der 
gréBte Teil verhalt sich analog dem Bestandteil, der bei den héheren 
Pflanzen als Hemicellulose bezeichnet wird. 

Zur Bestimmung des Lignins werden bekanntlich die Pflanzenteile 
mit 40°%iger Salzsiure oder 72° ,iger Schwefelsiure behandelt. Alle 














184 R.S. Hilpert, D. Becker u. W. Rossée: 
Tabelle III. Kochungen von Flechten: 6Stunden bei 160°. 
Ss 
Auf Substanz Riickstand nach 
Nr. Material year der Kochung | Bemerkungen 
mittel in g in 95 I 
s 
1 20 ¢ Lobaria pulm. 12.5% NagSO;/) 1,85 93  Tief dunkelbraun, véllig \ 
zusammengekocht. 
21 %0ec . E 30 °, Na,SO, 1,55 7,8 | Tief dunkelbraun, ir 
- der Form’ erhalten d 
weich gekocht. li 
3 | We n ‘a 20 % NaOH 1,15 5.6 Tief dunkelbraun, weich | 
gekocht, nicht zu- Se 
sammen gefunden. e| 
4 20¢ Cladoniarangiferina 30 % NagSO; 1,30 6,5 Tief dunkelgriin, villig 
zerkleinert in griin¢ 
Flickchen. - 
Flechten geben hierbei ligninahnliche Reaktionsprodukte, und zwar in 
relativ geringer Menge. Die notwendigerweise vorhergehende Extraktion 
mit organischen Lésungsmitteln hat auf die Bestimmung insofern einen 
wesentlichen EinfluB, als die Ligninzahlen nach der Behandlung mit . 
° : ° * é 
Alkohol besonders vermindert werden. Man kann dies auf die Ent- 
fernung von alkoholléslichen Zuckern zuriickfiihren, die sonst zur 
Bildung von Reaktionsprodukten beitragen (Tabelle IV). 
Ky 
‘ ) 
Tabelle IV. Ligninzahlen der Flechten. Pa 
Lignin auf wasser- und 
Zeit aschefreier Substanz 
Material Extraktionsmittel in “Std ee ee ee ee 
trae Tem- mit mit Fr 
peratur HCl | H»SO, X} 
Ki 
Cetraria islandica . Alkohol/Benzol 6 Zi. 3,0 
n ; s 6 0° 2,6 
Cetraria glauca . . - 6 Zi. 6,1 6,5 hé 
” ” Sie Abs. Ather + Zi. 7,1 de 
- ss ve? Abs. Ather, anschlieBend oer 
abs. Alkohol 6 Zi. 7,5 
: : F . a ‘ ' tel 
Evernia prun. - . Alkohol/Benzol 6 Zi. 3,1 2,8 
‘ 6 09 35 388 ch 
" 6 —12° 4,6 3,8 Me 
= si i Abs. Ather 4 Zi. 5,8 oa 
ve Abs. Ather, anschliebend 
abs. Alkohol i Zi. 3,6 de 
Parmelia furfur. . . Alkohol/Benzol 6 Zi. 7,5 7,4 
‘i “ Abs. Ather 2 Zi. 9,2 clie 
Abs. Ather, anschlieBend on 
abs. Alkohol 6 Zi. 19 1 ‘ 
: Se “ee e 
Lobaria pulm. . . Alkohol/Benzol 5 Zi. 5.8 he: 
| 
Cladonia rangiferina - 5 Zi. ) Hi 
6 — 12° 3,7 


” * ” 


Cladonia silv.. . . ~ 5 Zi. 
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Nach der Elementaranalyse (Tabelle 1Va) variiert die Zusammen- 
setzung dieser ,,Lignine‘‘ zwischen den reinen Verharzungsprodukten 
der Zucker und dem Fichtenholzlignin, deren Zahlen fiir C und H in der 
Tabelle zum Vergleich mit aufgefiihrt sind. DaB es sich aber doch um 
Substanzen handelt, die dem Lignin nahekommen, geht aus ihrem 
Verhalten bei der Methylierung hervor; wahrend das Reaktionsprodukt 
des Rohrzuckers mit Sauren bis 12°% OCH, zu methylieren ist, nahm 
das Lignin der Parmelia bis 22°, auf, gegeniiber 29°, beim Fichtenholz- 
lignin. Besonders klar geht das gegenseitige Verhaltnis aus der graphi- 
schen Darstellung hervor, in der auf der Ordinate die bei jeder Operation 
erzielte Methoxylzah! aufgetragen ist (Abb. 1). 


Tabelle IVa. Zusammensetzung der Flechtenlignine. 





Elementaranalyse des 


Material Extraktionsmittel ‘ Zeit — ee . -~ 00 e 10 
in Std. | rem. : OCH 
0 ( 0 H 
peratur ° e 
Cetraria glauca . . Abs. Ather 6 Zi. 64,16 4,23 048 
e . . | Abs. Ather und an- 
schlieBend 
abs. Alkohol, je 6 Zi. 63,05} 3,73 || 1,12 
Evernia prun.. . . Abs. Ather 7 Zi. 62,74) 3,0 | 0,36 
Parmelia furfuracea Abs. Ather 6 Zi. | 66,47 5,92 ' 0,65 
a a Abs. Ather und an- 
schliebend 
abs. Alkohol, je 6 Zi. | 65,17} 4,3 0,79 
. = Alkohol/Benzol 6 0° 61,03 | 5,96 
Pemeeee 4. es 64,43 | 4,47 
i ae er 63,73 | 4,78 
Fichtenhola .. . 63—66'5,5—6 


Ein charakteristischer Unterschied der Flechten gegeniiber den 
héheren Pflanzen ist das Verhalten des Methoxyls. Wahrend sich bei 
den letzten das Methoxyl in dem 
mit konzentrierten Sauren erhal- = 2 erent 

' 2h | = Fiohlehal: | 
tenen Reaktionsprodukt  anrei- | ae nach Urban’, 
chert, ist bei den Flechten die hatte armel 
Methoxylzahl des Lignins gleich 20} Te t+. + 
oder sogar noch geringer als die 
der Ausgangsflechte. 

yy 2 iC » . i wr 

Wie schon erwahnt, nimmt "Eivaclo 
die Reaktionsfahigkeit der Zucker ald (Reaktionsprodukt) 
gegeniiber Sauren mit sinkender | fi 






Temperatur rasch ab, so daf sie 


bei 0° praktisch verschwunden ist. fa ite Gen Sean ee Se 
te A ° a 0 2 ¥ 6 8 0 t@ = 1% mal 
Hierin unterscheiden sich die in  Aysggngs- methylert 
material 
1 Cellulosechemie 7, 73 ff. (1926). Abb. 1. 
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den Flechten enthaltenen Kohlenhydrate von den von uns untersuchten 
empfindlichen Zuckern. Auch bei 0° und sogar bei 12° findet noch 
die Bildung von ligninaihnlichen Substanzen statt, so daB wir den 
SchluB ziehen miissen, daB hier Kohlenhydeate reagieren, die emp- 
findlicher sind als die Zucker, die wir untersucht haben. Es ist sehr 
wohl denkbar, daB in der Natur in gebundenem Zustand Kohlenhydrate 
vorkommen, die keine der uns zur Verfiigung stehenden Hydrolysen- 
methoden ohne Zersetzung iiberstehen kénnen. Daneben kann man auch 
die Méglichkeit in Betracht ziehen, daB die Empfindlichkeit der Zucker 
durch ihre chemische Bindung erhéht wird. 

Der Stickstoff ist wesentlich in dem wasserunléslichen Riickstand 
vebunden. Wir kénnen aber vorlaufig gar nichts dariiber aussagen in 
welcher Weise. Chitin, das man in den Pilzen vermutet, kann nach 
dem Verhalten der Flechtensubstanz gegen Alkalien nicht oder nur in 
yanz geringen Mengen vorhanden sein. Hieriiber miissen noch besondere 
Untersuchungen vorgenommen werden. 

Pize. 

Auf die Widerspriiche, welche die Literatur beziiglich der Pilze 
enthalt, haben wir oben schon hingewiesen. Wenn man auch an vielen 
Stellen die Angabe findet, daB Chitin der stickstoffhaltige Bestandteil 
der Pilze sei, so fehlen doch dafiir meist die Belege. Wichtig sind 
die Versuche von Proskuriakow (11), der aus Pilzen durch syste- 
matisches Auskochen mit Wasser, dann 1°,iger und schlieBlich 
10 %iger Natronlauge einen Riickstand erhielt, der schlieBlich noch mit 
Permanganat und anschlieBend durch Behandlung mit verdiinnter 
Salzsiure gebleicht wurde. Wir haben diese Versuche an Champignons 
nachgemacht und nur die anschlieBende Bleichung fortgelassen, da diese 
nach unserer Erfahrung chemisch einen zu tiefen Eingriff bedeutet 
Die Elementaranalysen der in den einzelnen Phasen erhaltenen Pro- 
dukte sind in Tabelle V angegeben. 


Tabelle V. Versuch einer Chitindarstellung. 





_Elementaranaly se 


indienne 0 0 N 
9/9 C %o H 
7 36 5 > OR 
Champignon mit Alkohol/Benzol extrahiert - - - - pie po “4 
; » H gO und 1x mit 1%iger NaOH 
ausgekocht . . . a ee 47,66 7,07 
* » H,Ound6x mit 1°. iger NaOH und 
1x mit 10%iger NaOH ausgekocht 47,47 6,74 
= » H,Ound 6x mit 1% iger NaOH und 
6x mit 10%iger NaOH er 49,70 7,20 || 4,02 
Chitin, berechnet fiir Cs.H,,0.,Ng ......-.. 46,24 6,55 || 6,74 


* Nicht extrahiert. 
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Das anfangliche Auskochen mit Wasser und verdiinnter Lauge 
fiihrt also im Riickstand nicht zu einer Verainderung der Zusammen- 
setzung, obgleich der gréBte Teil der Substanz gelést wird. In dem un- 
gelésten Teil tritt also keine Hydrolyse ein. Man kann annehmen, daB 
bei der Fraktionierung immer wieder gleich zusammengesetzte Anteile 
gelést werden, die sich nur durch die verschiedene, vielleicht durch die 
Oberflaiche bedingte Resistenz unterscheiden. Erst als das Auskochen 
mit 10%iger Natronlauge sechsmal wiederholt war, schien der Léslich- 
keitsvorgang ein Ende erreicht zu haben. Was zuriickblieb, war aller- 
dings weniger als 1°% der urspriinglichen Substanzen und dieser Rest 
hatte durchaus nicht die Zusammensetzung des Chitins. Wir haben 
also keinen Hinweis dafiir, daB in Champignons tatsichlich Chitin 
vorkommt. Sehr wohl méglich ist dagegen das Vorhandensein gréBerer 
Mengen von Glucosamin. Die weitgehende Léslichkeit der Pilze in 
heiBer Natronlauge und die chemische Zusammensetzung des Riick- 
standes zeigen, daB auch Cellulose in ihnen nicht vorhanden ist. 


Aus der groBen Zahl der Pilze wurden nur wenige ausgesucht, die 
nach der Literatur die auBerste Spanne an Ligninzahlen ergaben. Die 
Substanzen wurden zur Elementaranalyse durch Auskochen mit Wasser 
und méglichst weitgehender Extraktion mittels Alkohol/Benzol vor- 
bereitet. Die Ergebnisse sind in den Tabellen VI und VII zusammen- 
gestellt. Aus ihnen lassen sich gewisse Zusammenhiange deutlich er- 
kennen. Die hellen Pilze enthalten mehr Stickstoff als die dunklen: 
je dunkler ferner die Pilze, desto héher der Kohlenstoffgehalt. An der 
aiuBersten Grenze steht hier die Triffel, von der wir verschiedene Proben 
aus Frankreich und aus der Eifel untersucht haben, wobei annahernd 
gleiche Zahlen erhalten wurden. Der verschiedene Standort hat daher 
auf die Zusammensetzung dieses Pilzes keinen wesentlichen EinfluB. 

Unter der Einwirkung von iiberkonzentrierter Salzsaure bilden 
auch die Pilze schwarzgefarbte Substanzen, deren Menge bei den hellen 


Tabelle VI. Gehalt der Pilze an Wasser, Asche und Wachsen. 





. ~ . - 0; 0 0 
Material Extraktionsmittel Wisusr daha ok ae 
Steinpilz, Boletus edulis . Alkohol/Benzol 7,44 2,93 4,45 
Morchel, Morchella escu- 
MN ie oa ea ‘ 8,91 9,02 818 
Pfifferling, Cantharellus 
Gmenge 6k 4 ea . 929 5,05 4,04 
Champignon, Agaricus 
campestris ...... Abs. Ather 8,38 5,80 0,88 | 
SNP yg 8g ee Abs. Ather, anschliebend 2,8 
abs. Alkohol 1,89 | 
Triffel, Tuber brumale . Alkohol/Benzol 7,74 6,50 5,78 
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Tabelle VII. Elementaranalysen der Pilze. 





Material 


Steinpilz 

Morchel 
Pfifferling 
Champignon 
Triiffel (deutsche) 


ba) 
(franz.) 


Pilzen gering, 


Elementarana- 


lyse auf asche- || 


Extraktionsmittel — Substanz 





| YoC | %H 
i 


Alkohol/Benzol und H,O 47,7 | 6,66 |! 
e = » |48 | 6,53 
“ ts » (40,1. | G7 
ba > » 47 6,46 
Nur Alkohol/Benzol 47,36 | 5,96 
Alkohol/Benzol und H,0 | 49,8 | 5,24 
| 


Nur Alkohol/Benzol 50,54 | 5,62 
Alkohol/Benzol und H,O || — | — 


Ohne Vorbereitung 


0 0 
0 ) y | 
och, “oN | asche 


0,52 6,85 | 0,93 
0,97 4,52 | 9.98 
1,09 4,06 6,22 
0,33 | 7,21 | 4.48 
0,33 6,28 58 
0,78 49 | 2.97 
0,.78| — |6 

— eet = 


sehr hoch dagegen bei 


Triffel und Pfifferlingen ist 


(Tabelle VIII). In der Zusammensetzung stehen diese Reaktionsprodukte 
den Ligninen sehr nahe, wenn man bei Zimmertemperatur arbeitet. 
Nimmt man die Saurebehandlung bei tieferer Temperatur vor, so 
erhalt man Produkte, die zwischen der Pilzsubstanz’ und den Ver- 
harzungsprodukten stehen. Wir nehmen auch hier an, daB es sich 
nicht um Lignin, sondern um Reaktionsprodukte empfindlicher Kohlen- 
hydrate handelt. Da die Reaktion auch bei tiefen Temperaturen statt- 
findet, miissen wir annehmen, da auch hier Kohlenhydrate mit einer 
groBeren Empfindlichkeit vorkommen, als wir sie in freiem Zustande 
bisher in Handen gehabt haben. Ubereinstimmend mit dem Verhalten 


Tabelle VIII. Ligninzahlen der Pilze und Elementaranalysen 
der Lignine. 








; —— Elementaranalyse 
Lignin auf wassem und ; 
schefroier Substans berechnet auf aschefreier 
Material Extraktionsmittel nt Sohne tga ee ni Substanz — 
ame mit HCl > %%C  %H 
Steinpilz. . . | Alkohol/Benzol ae 2,6 
Morchel . . . m Zi. 3,0 
Pfifferling . . x a 19,9 
| 
Champignon . s Zi. | ie 65,95 5,96 
. 0° 5,9 52,06 7,8 
| (einschlieBlich 
Asche) 
a 0° 3,9 
| (zerkleinertes 
Material) 
Abs. Ather, an- 
schlieBend | 
abs. Alkohol Zi. 4,1 
Teena 3... Alkohol/Benzol Zi. | 30 61,18 4,03 
R rg * 0° 27,9 


— 12° 27,7 56,37 4,63 


” 
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der Flechten findet bei den Pilzen eine Anreicherung des Methoxyls in 
den Verharzungsprodukten nicht statt. Da es sich im iibrigen um 
Substanzen handelt, die dem praparativ dargestellten Lignin der 
héheren Pflanzen und dem der Parmelia nahestehen, geht aus dem 
Verhalten bei der Methylierung hervor, das wir an dem Lignin der 
Triffel verfolgt haben (Abb. 1). Auch dieses lit sich leichter zu einer 
héheren Methoxylzah] methylieren als die Substanz, die unter den 
Bedingungen der Ligninbestimmung aus Rohrzucker entsteht. 

Die Empfindlichkeit gegen Sauren bildet ein vorliufig nicht iiber- 
steigbares Hindernis fiir die experimentelle Untersuchung auf Protein. 
Fiir diese ware der gegebene Weg die Totalhydrolyse in Sauren und die 
Aufarbeitung und Trennung der entstehenden Aminosduren in _ be- 
kannter Weise. Da nun erfahrungsgemaB die Stickstoffverbindungen 
zum Teil in die Zersetzungsprodukte der Kohlenhydrate mit iibergehen, 
ist der Weg der Hydrolyse mit Sauren verschlossen bzw. es wird immer 
unméglich sein, einen Teil der Stickstoffverbindungen wirklich in 
Lésung zu bekommen. Diese Verhaltnisse diirfen nicht tibersehen 
werden, wenn die Proteine in den Pflanzen untersucht werden sollen. 
Dasselbe gilt natiirlich auch fiir die Hefe, die immer von Zeit zu Zeit als 
Nahrungsmittel vorgeschlagen wird. 

Uber Verdaulichkeit und Nahrwert der Pilze liegen nur wenige 
altere Untersuchungen vor. Von welch falschen Voraussetzungen der 
Physiologe heute ausgehen muB, zeigt die Zusammensetzung, die 
Rubner fiir Steinpilze angibt (12), 

naimlich 57,7% Cellulose, 

4,5% Pentosane, 

38,3% Rest. 
Cellulose, sofern man sie durch ihr chemisches Verhalten charakterisiert, 
ist in den Pilzen tiberhaupt nicht vorhanden. Rechnet man hierzu noch 
die véllige UngewiBheit iiber den wahren Proteingehalt, so kommt man 
zu dem Schlu8, daB wir nicht nur iiber den Nahrwert der Pilze gar 
nichts wissen, sondern was noch schlimmer ist, daB die Voraussetzungen 
fiir ein Studium dieser Frage heute noch vdéllig fehlen. 


Die Méglichkeit, aus den von uns erhaltenen Analysenergebnissen 
bestimmte Folgerungen zu ziehen, hangt davon ab, ob analog den 
héheren Pflanzen die Pilze konstant zusammengesetzt sind, oder ob 
sich die Zusammensetzung mit den Lebensbedingungen andert. Diese 
Frage haben wir besonders unter Zugrundelegung des Aspergillus 
niger bearbeitet. Sie soll in der anschlieBenden Mitteilung genauer 
erértert werden. 

Algen. 

Die Bezeichnung ,,Algen“‘ umfaBt eine groBe Reihe von Pflanzen, 

die in chemischer Hinsicht zum Teil véllig verschieden sind. Eingehendere 
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Versuche haben wir nur mit der Braunalge Fucus serratus vorgenommen, 
da sie uns in gréBeren Mengen zur Verfiigung gestellt wurde. 
Auffallend ist zunachst der groBe Unterschied zwischen den mit 
kaltem und heibem Wasser extrahierbaren Anteilen. Im letzteren Falle 
geht nahezu die Halfte der Gesamtsubstanz in Lésung. Es ist verstand- 
lich, daB eine Pflanze, die im kalten Wasser lebt, eine gegen dieses sehr 
widerstandsfahige Haut besitzt. Wir versuchten zunachst festzustellen, 
ob und in welchen Mengen Cellulose in der Braunalge vorhanden ist. 
In Anbetracht der vorangegangenen technischen Diskussionen ist das 
Ergebnis unserer Kochversuche verbliiffend (Tabelle IX). Aus den 
Blattern gingen mit Natronlauge nicht weniger als 99% in Lésung 
(Versuch 7) und nur die Stengel enthielten etwas mehr resistente Sub- 
stanz (Versuch 19). Selbst gegen Natriumsulfit ist die Geriistsubstanz 
wenig bestandig. Es hinterbleiben tiefgefarbte braungriinliche Sub- 
stanzen, die mit den Reaktionsprodukten aus héheren Pflanzen auBerlich 
nicht die geringste Ahnlichkeit besaBen. In der Elementaranalyse wai 
durch die Kochung mit Natriumsulfit keine Anderung eingetreten 
(Tabelle X). Der Kohlenstoffgehalt sowoh] des Kochproduktes wie der 
der urspriinglichen Alge liegt mit 45,8°% iiber dem der Cellulose. Er 
entspricht damit etwa der Restfaser, die beim Kochen von Stroh mit 
Natriumsulfit hinterbleibt. Sicher geht aus diesen Zahlen hervor, dab 
in der urspriinglichen Braunalge die Wasserabspaltung iiber die Stufe 


Tabelle IX. Kochungen von Braunalge. 





- . — 
Riickstand nach) 1, Koeh- || 
Auf Substanz M och- ij ” : 
Nr. || Material angewandte der catang zeit | —t ee 
Aufschlufimittel ing | in %Jo || in Std. in °C | 
L 


5 50 g 15% Na,SO 3) 7,55 | 15,1 6 165  Lésung tief dunkelbraun, 
‘ t Alge zusammengekocht 
und schwarz, nur ein- 
zelne Teile erhalten. 
6 50 g 809%, 6,7 13,4 6 170 | Lésungtiefdunkelbraun, 


Alge zusammengekocht 
i und griinlich. 


7 50 g 20% NaOH || 0,5 1,0 6 165 | Lésungtief dunkelbraun, 
(nur Alge zusammengekocht 
, « | und braun, gehollin- 

» Blatter“) e- 
8 50 g 30% NagSO3 | 3,0 6,0 6 165 | Lésungtief dunkelbraun, 
(nur »Stengel* in Form gut 
| Stengel“) l erhalten und griinlich, 


gehollaindert. 


19 20 g 20% NaOH | 85 hg 7 160 | Lésungtief dunkelbraun, 


(erst mit Alge zerkleinert und 
Wasser er- braun, Gewichtsver- 
| vs : | lust durch Auskochen 
|| schopfend | 16 %o. 
aus- 


gekocht) 
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der Cellulose hinausgeht. Auffillig resistent ist die Braunalge gegen 
konzentrierte Salzsiure, unter deren Einwirkung Holz bereits bei 0° in 
Lignin iibergeht. Sowohl mit 25 °%iger Salzséure bei Zimmertemperatur 
als mit der 42% igen Saure bei 0° entstanden immer wieder Produkte, 
die 48 bis 49% C enthielten und damit in der Zusammensetzung dem 
Stroh und den Laubhélzern sehr nahekommen. Moéglicherweise liegt 


hier kein Ubergang zu Ligninbildung, sondern eine fraktionierte Auf- 


lésung vor, bei der ein relativ bestandiges wasserarmes Kohlenhydrat 
hinterbleibt. Erst als wir die Behandlung mit iiberkonzentrierter Salz- 
siure bei Zimmertemperatur linger ausdehnten, stieg der Kohlenstoff- 
gehalt des Restproduktes bei einer der von uns untersuchten Material- 
proben bis auf 59% an. 


In Ubereinstimmung mit dem Verhalten der Pilze und Flechten 
reichert sich auch bei den Algen das Methoxyl nicht im Lignin an. 
Vielmehr ist dessen Methoxylzahl klemer als bei der Ausgangspflanze. 
Kin charakteristischer Unterschied gegeniiber diesen Pflanzenarten 
besteht darin, daB bei der Braunalge der Pentosangehalt merkbar héher 
ist. Er betragt namlich 6,4 °% und liegt damit etwa in der Mitte zwischen 
Pilzen und Flechten auf der einen und den Koniferen auf der anderen 
Seite (etwa 0 und 10%). 


Die in den Flechten vorkommenden Algen sind ginzlich anders 
zusammengesetzt. Hieriiber soll in einer besonderen Arbeit berichtet 
werden. 

Uhersicht. 


Die Geriistsubstanz der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Vertreter der Pilze, Flechten und Algen unterscheidet sich in wesent- 
lichen Punkten vollsténdig von der der friiher untersuchten héheren 
Pflanzen. Bei der praparativen Darstellung der Cellulose durch 
Kochungen mit Alkali oder Natriumsulfit wird fast die gesamte Substanz 
aufgelést. Sie verhalt sich also wie die Hemicellulosen der héheren 
Pflanzen. Die Wasserabspaltung aus den Kohlenhydraten bei Flechten 
und Algen geht iiber die Stufe C,H,,O; bereits hinaus. Betrachtet man 
Cellulose als den Bestandteil, der dem Geriist die mechanische Festigkeit 
geben soll, so versteht man ihr Fehlen bei den Flechten und Pilzen, 
sowie ihre geringe Menge bei den Algen. Die ersteren wachsen stets in 
Anlehnung an eine andere mechanisch feste Pflanze bzw. auf Ge- 
steinen usw., wahrend die Alge durch das Wasser getragen wird. Analog 
hierzu haben wir in den Blattern der Laubbaume, die jedes Jahr ab- 
geworfen werden, nur sehr wenig Cellulose gefunden, wahrend die 
Blatter, die gleichzeitig das mechanische Geriist der Pflanze enthalten, 
wie bei Alfa (Stipa tenacissima) und der Zwergpalme (Chamerops 
humilis), bis 40° Cellulose entbalten. 
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Mineralsdiuren wirken auf Flechten, Pilze und Algen anders ein als 
auf héhere Pflanzen. Das betrifft besonders den Einflu8 der Tem- 
peratur und die Veranderung des Methoxylgehaltes. 

Die Pilze unterscheiden sich von den Flechten vor allem durch 
ihren hohen Stickstoffgehalt. Da8 dieser vom Chitin herriihrt, ist sehr 
unwahrscheinlich. In Elementarzusammensetzung und chemischem 
Verhalten bestehen groBe Verschiedenheiten zwischen den hellen und 
dunklen Pilzen. Im Verhalten gegen Natronlauge hat die Pilzsubstanz 
die Eigenschaften der Hemicellulosen. Cellulose kommt in ihnen nicht 
oder nur in ganz geringen Mengen vor. 
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Der Einflu6 des Nahrbodens 
auf die chemische Zusammensetzung des Aspergillus niger. 
Von 
R. S. Hilpert, G. Friesen und W. Rossée. 


(Aus dem Institut fiir Chemische Technologie der Technischen Hochschule 
in Braunschweig.) 


(Eingegangen am 11. November 1936.) 


Flechten und Pilze sind nach unseren Erfahrungen chemisch ganz 
verschieden zusammengesetzt. Dies tritt besonders stark im Stickstoff- 
gehalt hervor, der bei den meisten Flechten nicht iiber 0,5°%, betragt, 
bei den Pilzen dagegen zwischen 4 und 6%. Dieser Unterschied ist so 
groB, daB er mit der Anschauung, nach der die Flechten durch Symbiose 
von Algen und Pilzen entstehen, nur dann vereinbar ist, wenn die 
Zusammensetzung der Pilze bei Wechsel der Ernaihrungsbedingungen 
innerhalb weiter Grenzen veraindert werden kann. Die Pilze wiirden 
dann in schroffem Gegensatz zu den héheren Pflanzen stehen, welche, 
wie besonders bei dem viel untersuchten Stroh und Holz in allen Ent- 
wicklungsstadien festgestellt worden ist, innerhalb derselben Gattung 
in groBer Annaherung reproduzierbare Analysenzahlen ergeben. Bei 
héheren Pilzen ist die Durchfiihrung der Versuche schwierig. Wir 
haben daher als Material Aspergillus niger gewahlt, der auf ver- 
schiedenen Nahrbéden verhaltnismaBig leicht in gréBeren Mengen zu 
zichten ist. Die Stammkultur haben wir von Herrn Professor Dr. Noack 
erhalten, dem wir auch an dieser Stelle unseren besten Dank ausdriicken. 

Die Aufgabe schien uns auch aus dem Grunde interessant, weil 
iiber die chemische Zusammensetzung der Schimmelpilze, soweit wir 
aus der Literatur ersehen konnten, noch keine Arbeiten vorliegen. Die 
Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, daB Nahrbéden mit ver- 
schiedenem Stickstoffgehalt mit Sporen geimpft wurden. Wenn sich 
nach einiger Zeit geniigend Material gebildet hatte, wurden die Schimmel- 
schichten abgenommen und mit Wasser solange ausgekocht, bis keine 
Bestandteile des Nahrbodens in ihnen vorhanden waren. Damit wurden 
auch simtliche wasserléslichen Anteile entfernt, soweit sie durch die 
Zellwand hindurch diffundieren kénnen. Im Anfangsstadium der 
Untersuchung halten wir dies Vorgehen fiir zweckmaBig, denn es ist 
vorlaufig unméglich, bei der Extraktion des Pilzes mit Wasser den 
Punkt zu finden, in dem der Nahrboden entfernt ist und die Extraktion 
des Zellinhalts selbst beginnt. Wir finden ferner so den Anschlu8 an 
unsere Untersuchungen iiber Pilze und Flechten, bei denen auch die 
léslichen Bestandteile der Zelle, soweit sie durch die Zellwand austreten 
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kénnen, entfernt worden sind. Nach der Extraktion mit Wasser folgt 
noch eine weitere mit Alkohol/Benzol, um die Fette zu lésen, worauf 
im Vakuum bei 60° getrocknet wurde. 


Tabelle I. 
Nahrboden I. 


MRO iis sls hee NOONE 6 ik es, 25,0 g 
Rg el PA FR RR Oe 20,0 g 
Oe se kc: al wo Oa ee ew 
MESO, ...« » 4 ss « Oeee Agee det... . . . . Cee 
Re Se sss a ee eee 


Wir haben zunichst zwei parallele Versuchsreihen mit dem Nahr- 
boden I mit NH,Cl (Tabelle I) als Stickstofftrager angesetzt, um tiber- 
haupt festzustellen, ob die Versuche reproduzierbar sind. Um 1 bis 2 g 
trockene Substanz zu erhalten, muBten etwa 4 Liter Nahrbéden angesetzt 
werden. Es wurde hierbei einmal ein Produkt mit 5,24, bei der zweiten 
Versuchsreihe mit 4,8°% N erhaiten. Die Analysen wurden doppelt 
ausgefiihrt. Danach sind die Stickstoffzahlen unter gleichen Be- 
dingungen annihernd reproduzierbar. Mit diesem Stickstoffgehalt 
fallt der Aspergillus vollkommen in die Reihe der héheren Pilze. Auch 
die Zahlen fiir C und H liegen durchaus innerhalb der Grenzen, die wir 
bei héheren Pilzen gefunden haben (Tabelle Ia). 


Tabelle Ia. 
Ausbeute 1,36 9: 


N C H OCH, Asche 
5,24 47,9 6,7 0,32 1,58 
4,85 


Es war jetzt die zweite Frage zu beantworten, ob dieser Stickstoff- 
gehalt der héheren Pilze eine charakteristische Eigenschaft des Asper- 
gillus ist, oder ob er durch Variation der Lebensbedingungen sich eben- 
falls andern !aBt. Die Versuche wurden mit dem einfacher zusammen- 
gesetzten Nahrboden II (Tabelle II) unter Zusatz von 0 bis 0,5°% 


Tabelle II. 
Ndhrboden II: 


K,HPO, ....... . 10g FeCl,, Spur, dazu die einzelnen 
OLS | ee rararemerr marys Konzentrationen an Ammon- 
igGoes .,. . «we se 6 ee sulfat bzw. Pepton 

Amer SS. a es. RR Aqua dent. 2. 3s RO0U,Cg 


(NH,),SO,/Liter durchgefiihrt. In dem Nahrboden ohne Zusatz von 
Ammonsalz ist ein Minimum an Stickstoff durch den Stickstoffgehalt 
des Agars gegeben, der etwa 0,01 °% in dem Nahrboden ausmacht. Die 
Versuchsergebnisse sind in Tabelle III zusammengestellt. In dem 
stickstoffarmen Nahrboden war das Wachstum gering. Es nahm jedoch 
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Tabelle III. Tabelle IV. 
Nahrboden II. Nahrboden II ohne Agar. 
9 9 (NHg2S O04 ron aie 0/5 N Im Nithrboden °/ 9 | g Ausbeute %>N 


A. Im Hellen geziichtet. 


0,01 0,145 1,64 0,05 (NH,)oS0, | 0,3518 | 2.23 
0,05 0,5474 1.61 pte s7220"4 pont ye 
Bh de eee 0,25 mn 1,6286 3,59 
0,1 0,8806 2,24 P= oa 
0,25 1,1878 33 ar aoe | Sf 
0:5 11378 3.52 0,55 NH,Cl.. | 1,2392 4,45 
Ohne 0,0642  1,96(Analyse B. Im Dunkeln geziichtet. 
N-Zusatz wegengeringer 0,05 (NHy)oSO, || 0,4380 1,63 
Substanzmenge 0,25 1,3490 3,51 
ungenau) 0,5 . 1,4888 4.51 
Pepton 0,777€ =1,91 0,5 NH,Cl.. | 1,2928 4,56 


schon bei kleinen Zusiatzen von Stickstoff sofort rasch zu, bis zu ¢inem 
ausgesprochenen Optimum bei 0,25°, Ammoniumsalz. Die Versuchs- 
reihe zeigt deutlich, daB die Zusammensetzung des Pilzes von der Menge 
des Ammonsalzes im Nahrboden abhangt. Das Minimum des Stickstoff- 
gehaltes im Aspergillus betrug 1,6° , das Maximum 3,5°,. Es wurde 
also nicht ganz der gleiche Wert erreicht wie bei der ersten Versuchs- 
reihe, bei der der Nahrboden I verwandt worden war. Diese Ver- 
schiedenheiten veranlaBbten uns, den EinfluB des Lichtes festzustellen, 
dem wir zunichst keine Aufmerksamkeit geschenkt hatten. Bei dem 
Ziichtungsversuch im Hellen wurden die Béden auch wahrend der Nacht 
durch elektrisches Licht beleuchtet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1V 
angegeben. Danach liegt bei geringen Stickstoffkonzentrationen im 
Nahrboden méglicherweise ein EinfluB des Lichtes vor. Im _ iibrigen 
sind die Versuchsergebnisse so tibereinstimmend, dafs man annehmen 
kann, daB das Licht auf das Wachstum des Aspergillus keinen wesent- 
lichen EinfluB hat. 

Wichtig war noch die Feststellung, ob die Bindung des Stickstoffs 
im Nahrboden das Ergebnis beeinfluBte (Tabelle V). Der Versuch ergab, 
daB unter gleichen Bedingungen Ammoniumsulfat und Ammoniumchlorid 


Tabelle V. Tabelle VI. 
Nahrboden II. Naihrboden II ohne Agar. 





y 


£ 0 y ~Hhr am 0 » 0 4 
Aoetenta o N Im Nihrboden °/, gAusbeute o N 


Im Nahrboden °/9 


BIN 72 «2.296 
0,05(NH,)S0, 0,1672 | 2,26 0,05 (NH,),S0, 0,369 | 1,93 


0,5 0,6966 4,62 atc : 
ei ahs ? f 1,68 2,93 (¢ 

0,05 NH,Cl 0.1716 2,04 re — | oo 
ba 420) ‘ 5 NH,Cl. . | 1,652( 2,65 (b) 

0,5 ” 0,6432 4.46 0.5 Pept 0.8437 2.06 

0,05 Pepton  0,09382 | 2,1 a 7 

0,5 ee: 0,5968 3,43 Kohlenstoff-Wasserstoff-Bestimmung 

Ohne N-Zusatz 0,0318  2,64( Analyse von Aspergillus mit 2,8 %/) N 

wegen geringer (a und b gemischt): 


Substanzmenge 
ungenau) 


© 45,34 16,38, 


13* 
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gleich wirkten, wahrend bei Zusatz von N als Pepton der Stickstoffgehalt 
des Aspergillus niedriger war. Wir haben diese Frage nicht weiter verfolgt. 
Deutlich erkennbar ist der giinstige EinfluB des Agars. Als wir ihn im 
Nahrboden weglieBen, sank auch bei dem optimalen Zusatz der N-Trager 
der Stickstoffgehalt des Aspergillus erheblich herab (Tabelle V1). 
Dadurch ist nachgewiesen, daB nicht nur der Stickstoff, sondern auch 
der Kohlenhydratbestandteil des Nahrbodens auf die Zusammensetzung 
von EinfluB ist. Der Einflu8 kann auf chemische oder rein mechanische 
Ursachen zuriickzufiihren sein. 

Zur Vervollstandigung des Vergleichs haben wir noch eine Kohlen- 
wasserstoffbestimmung des Aspergillus mit 2,8° N gemacht, die tiber- 
raschenderweise auch einen niedrigeren C-Gehalt ergab. Die hier 
erhaltenen Zahlen liegen durchaus im Rahmen der bei Flechten fest- 
gestellten Zusammensetzungen. Daher kann aus dem Unterschied der 
durechschnittlichen Zusammensetzung der Flechten und Pilze nicht 
der SchluB gezogen werden, da der Grundkérper der Flechten nicht 
aus Pilzen gebildet sei. Dagegen war der Beweis noch nicht gefiihrt, 
ob wirklich eine Anderung der Zusammensetzung erfolgt war. 

Es bestand namlich noch die Méglichkeit, daB der Aspergillus eine 
Reihe verschiedener Rassen enthalt, die verschiedenen Stickstoffgehalt 
besitzen. Je nach dem Nahrboden floriert die eine oder die andere, so 
daB es sich nicht um eine Anpassung als vielmehr um einen Auslese- 
vorgang gehandelt hatte. Zu diesem Zwecke wurden Einsporkulturen 
angelegt, die weiter geziichtet und schlieBlich auf die Menge gebracht 
wurden, wie sie zu den Untersuchungen notwendig war. Auch hier 
wurden wieder als Grenzwerte 0,05 und 0,5°% N-Trager — (NH,).80,, 
NH, Cl und Pepton — zugefiihrt. Die Ergebnisse (Tabelle VI) stimmen, 
abgesehen von dem Versuch mit 0,5°, Pepton, vollig iiberein. Die 
Wahrscheinlichkeit, daB hier zwei Keime gleicher Rasse zufallig heraus- 
gegriffen worden sind, ist so gering, da man annehmen muB, daB sich 
der Aspergillus in seiner Gesamtmenge in der Zusammensetzung andert. 

Bei unseren Untersuchungen sind bei parallelen Versuchsreihen die 
Maximalwerte immer gleich gewesen. Sie schwanken bei den ver- 


Tabelle VII. Nahrboden II 


(dazu die einzelnen Konzentrationen an Ammonsulfat, Ammonchlorid bzw. 
Pepton). a und b sind zwei verschiedene Einsporlinien. 








Im Nihrboden °/9 | g Ausbeute Oy Im Nihrboden ° 5 g Ausbeute Oi, N 
a 0,05(NU,)28O,  0,5742 168 | a 05 NH,Cl 11188 38 
b 0,05 - 0.5898 1,4 b 0,5 . 1,2560 3,43 
a 05 > 1.3024 3.73 a 0,05 Pepton 0,1092 1,67 
b 0,5 f 1.2034 3,62 b 0,05 a 0.1390 1,31 
a 0,05 NH,CI 0,7494 1,42 a 0,5 ‘. 1,0182 3,14 
b 0,05 ; 0.7224 1,35 b 0,5 a 0,9832 2.42 
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schiedenen Versuchsreihen zwischen 3,7 und 5,2°%, die deutlich in 


Gruppen auftreten. Die Ursache fiir diese Erschemungen kennen wir 
noch nicht. Sie kénnen durch irgendwelche unkontrollierbare auBere 
Einfliisse zustande gekommen sein. Die Maximalwerte entfernen sich 
aber nicht so weit voneinander, daB unsere SchluBfolgerungen davon 
beriihrt wiirden. 

Die Elementaranalyse gibt natiirlich die Durchschnittszahlen an und 
14Bt die Méglichkeit offen, daB nur bestimmte Bestandteile variiert werden. 
Wir haben versucht, auch diese Frage, wenigstens vorlaufig, zu beantworten 
und wahlten hierzu den Weg einer fraktionierten Auflésung in Natronlauge. 
Es wurde eine gr6Bere Probe des Materials nach dem Auskochen mit Wasser 
sechsmal mit der zehnfachen Menge 1°,iger Natronlauge und schlieBlich 
mit 10°,iger Natronlauge extrahiert, bis das Filtrat farblos war. Wahrend 
des Auslaugeprozesses wurde der Stickstoffgehalt kontrolliert. Es wurden 
so fast 90 °, in Lésung gebracht, ohne daB der Stickstoffgehalt sich wesentlich 
anderte (Tabelle Vill). Hieraus ergibt sich, daB keine Bestandteile ver- 
schiedener Zusammensetzung vorhanden sind, die verschiedene Resistenz 
besitzen. Wahrscheinlich ist also die gesamte Substanz annahernd ein- 
heitlich zusammengesetzt. Fernerhin zeigt sich, da das Chitin, das als 
wichtiger Bestandteil der Pilze angegeben wird, in nennenswerter Menge 
nicht vorhanden sein kann. Einerseits ist es nicht in Alkalien léslich, 
andererseits hitte sich seine Anwesenheit mit seinem Stickstoffgehalt von 
6° in dem Riickstand auch durch erhebliche Steigerung des Stickstoff- 
gehaltes geltend machen miissen. 


Tabelle VIII. Gewachsen auf Nahrboden I. 





Vorbehandlung 9’, Ausbeute O19 N 
Mit Alkohol, Alkohol/Benzol und mit H,O extrahiert 100 3,38 
i TAIN ie gee at ale el ie) ole deh ot ahs 51,4 3,25 
a A A HOMER soe ee ee ees 13,5 3,66 


Nach all diesen Ergebnissen scheint es zweifellos, daB der Aspergillus 
im Gegensatz zu allen bisher bekannten Fallen des pflanzlichen Wachs- 
tums die Zusammensetzung seiner Geriistsubstanz je nach den Lebens- 
bedingungen andert. Die festgestellten Grenzwerte der Analysenzahlen 
fallen auf der einen Seite in den Rahmen der Flechten, auf der anderen 
in den der héheren Pilze. 











Versuche mit kristallisiertem Follikelhormon an 
Nelken und Radieschen. 
Von 
Curt Liebe, Berlin. 
(Eingegangen am 13, November 1956.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Erfolge der Einwirkung von Follikelhormon auf Pflanzen, die 
ich bisher an Kakteen und Nelken! zu _ verzeichnen hatte, gaben 
Veranlassung, diese Versuche teilweise zu wiederholen und durch neue 
zu erweitern. 


Als Hormon stand mir eine, von der Schering-Kahlbawm A.-G. freund- 
lichst tiberlassene Lésung von kristallisiertem Gesamtfollikelhormon mit 
3 Molekiilen freiem Natriumhydroxyd, auf das Hormon berechnet, zur 
Verfiigung. Die Lésung hatte in leem die iiblichen 100 Scheringschen 
Miauseeinheiten?. Als Diinger wurde sowohl Hakaphos als auch eine 
Mischung von Hakaphos mit Kaliumphosphat verwendet. Die Versuche 
waren so angeordnet, daB zwei Versuche mit Nelken in Tépfen zu gleicher 
Zeit und zwei Versuche mit Radieschen nacheinander im Freiland durch- 
getiihrt wurden 


I. Versuchsanordnuhg fiir Nelken. 


Bei den Nelken handelt es sich in Versuch 1 um Chabaudneiken, Rubin, 
Originalsaat 2, Kultur von Bitterho/f Sohn, und in Versuch 2 um die Nelke 
Nizzaer Kind, Rot, Originalsaat von Bitterho/f Sohn. Die Versuche gingen 
von Marz (Aussaat) bis zum 25. Oktober und wurden abgebrochen, da die 
Witterungslage keinen Ertrag an Bliiten mehr versprach. Die Erde war eine 
durchschnittliche Gartenerde mit einem py-Wert von 6,0 bei Beginn des 
Versuchs und 6,5 bei Beendigung des Versuchs. Die Samlinge wurden erst - 
malig ins Mistbeet verstopft. Das zweite Pikieren erfolgte am 2. Mai in 
8-em-Tépfe, welche bis zum Ende des Versuchs im Freiland weiterkultiviert 
wurden. Am 18. Juni wurden die Pflanzen in 12-cm-Tépfe umgepflanzt. 
Am 14. Mai wurden sie bei etwa 7 cm Héhe entspitzt. Jede Pflanze erhielt 
in 50 cem 1°/iger Nahrstofflésung (bestehend aus 80 Teilen Hakaphos und 
20 Teilen primairem Kaliumphosphat), 1500 ME. der erwahnten Follikel- 
hormonlésung, eine Gabe, welche dreimal in Abstaénden von | Woche wieder- 
holt wurde. Danach wurden woéchentlich nur 50 cem 2° /iger Nahrsalz- 
losung, auch bei den Kontrollen, bis einschlieBlich 28. Juni verabreicht. Die 
ersten Bliiten bei Chabaudnelken zeigten die Versuchspflanzen, und zwar 
am 28. Juli, die Kontrollen erst am 31. Juli. Bei Nizzaer Kind waren die 
ersten Bliiten am 29. Juli an Versuchspflanzen ge6ffnet, waihrend die Kon- 
trollen die ersten offenen Bliiten am 1. August zeigten. Gezahlt wurden die 
Bliiten nach dem Abbliihen. Der Gesamtertrag an Bliiten geht aus folgender 
Tabelle hervor. 


' Kakteenkunde 12, 228, 1933. 2 Diese Zeitschr. 278, 298, 1935. 
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Tabelle LI. 





Chabaudnelken Nizzaer Kind 


Kontrollen Versuch Kontrollen Versuch 
Monat Tag 
Aufge- Abge- Aufge- Abge- Aufge- Abge- Aufge- Abge- 
bliihte bliihte bliihte bliihte  blihte | bliihte  bliihte  bliihte 
Bliiten Bliiten Bliiten Bliiten Bliiten | Bliitten Bliiten  Bliiten 
Juli 28. 1 
29. 2 2 
30. 10 
St. 1 16 2 5 
August 1. 2 7 1 7 
2 1 2 9 
5, 2 
6. 1 1 
(s 2 1 3 
8. 2 D 1 2 
10. 2 6 2 4 
12. 2 2 
15 4 15 4 s 
17. 10 9 3 6 
18. 3 2 3 
20. 6 21 y 5 
23 6 4 4 7 
at. 11 10 10 12 
29. 4 18 7 11 
September 5. 22 6 28 oa 
9. 17 6 8 11 
13. 6 18 7 9 
16. 11 16 a 7 
20. 13 7 4 S 
23. 10 17 13 14 
27 12 6 20 S 
Oktober y 4 9 4 7 
7: 15 26 17 32 
14. 5 4 4 4 
Blihfahige 158 209 144 198 
Knospen, Okt. 25. 23 36 28 o4 
Gesamt 181 245 172 252 


Tabelle I zeigt, da in beiden Versuchen die Versuchspflanzen 50° , 
reichlicher gebliiht haben als die Kontrollen. Die Ergebnisse decken sich 
auch mit meinem Chabaudnelkenversuch 1933*, bei welchem die 
Versuchspflanzen 50 bis 75°, williger bliihten als die Kontrollen. 


If. Versuchsanordnung fiir Radieschen (Wiirzburger Riesen). 
Kontrollbeet sowie Versuchsbeet waren je */, qm groB. Pro qm wurden 
4000 ME. (betreffs der Dosierung bin ich den Angaben von Dr. Goebel gefolgt. 
der mir auf Grund seiner mehrjahrigen, bisher noch unver6ffentlichten Feld- 
versuche bei der Schering-Kahlbaum A.-G. zu dieser bestbewahrten Dosierung 
riet) der wasserigen Follikelhormonlésung zusammen mit der Nahrsalzlésung 


* Kakteenkunde 12, 228, 1933. 





200 C. Liebe. 


gegeben. Das Versuchsbeet erhielt in Abstainden von 1 Woche viermal, 
d. h. im ganzen 16000 ME. pro 1 qm. Im Herbstversuch wurde das Hormon 
nur dreimal gegeben, also 12000 ME. pro 1 qm. Da der Boden gewohnliche 
Gartenerde war, wurde eine auf Ertrag hinzielende abgestimmte Hakaphos- 
lésung sowohl den Kontrollen wie den Versuchspflanzen verabreicht, und 
zwar 5g pro 1 qm. Die erste Naihrsalzgabe wurde bei der Aussaat gegeben, 
die zweite Nahrsalzgabe mit dem Hormon zusammen beim ersten ent- 
wickelten Blatt. Im ganzen wurden acht Nahrsalzgaben verabfolgt, d. h. 
pro 1 qm 40g Hakaphos. 

Die Ergebnisse der Tabelle II zeigen, daB in beiden Versuchen eine 
bedeutende Zunahme der Durchschnittsgr6Be sowie des Gesamt- 
yewichtes der Radieschen festzustellen war. 








; ; ; ’ : ‘ P 
Zusammenfassend ist zu sagen, daB sowohl bei den Nelken wie j 
bei den Radieschen, trotz der diesjaéhrigen schlechten Wetterlage be- ; 
mas : , " : . : a 
sonders fiir Nelkenkulturen, eine nicht unbetrachtliche Ertragssteigerung ; 
durch die Zufiihrung der Follikelhormonlésung erreicht worden ist. 
Vv 
Tabelle II. m 
u 
Radieschen- .- Auf a 
ernte : 100 Radieschen D 
a = aWe- Ge- Kon- 
Versuch a ye samt- — wicht a ins Ge- centiks di 
= | S| & || ernte = | 3 | @ | samt- 100 
2 8/6 sid & igewicht W 
_ Stick gg : g di 
= . . Ue 3 ke 
As Kontrolle 26 62 50 138 335 18,9145 36,2 242.8 100 
Aussaat: 8. IIT. ; ‘| oe |} % opr cores end Panta: - 
~R a 9 Versuch 15 33 56 104 365 14,4 31,7 53,8 351,0 1445 be 
ses w 
iL. Kontrolle 72 57 37 166 460 43.4 34,4 22.3 Ztisl 100 di 
Aussaat: 28. VIII. , - ae ree | aoee are 
vussaat: 28. VII. | Versuch 39/84 52 175 605 22,248 30 345,7 1248 
Ernte: 3.X. | | | , F 
in 
If 
If 
ki 
de 
be 
ge 
fre 
19 
Te 
H. 


Aufnahme: Versuch I, Radieschen;: links: Kontrollen, rechts: Versuch. 19 
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Die Wirkung von Follikelhormonpraparaten 
und Follikelhormon auf die Pferdebohne (Vicia Faba minor). 
Von 
Karl August Neurath (Olenhusen), 
(Eingegangen am 13. November 1936.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Die Bedeutung des Follikelhormons fiir die Vegetation verschiedener 
Pflanzen, deren Bliiten- und Fruchtbildung, wurde bereits vor einigen 
Jahren von W. Schoeller und H. Goebel! hervorgehoben und gab Ver- 
anlassung, den Wirkungsbereich auch bei landwirtschaftlichen Kultur- 
pflanzen zu iiberpriifen®. Nehring? priifte auBerdem das Mengen- 
vorkommen an Hormon in Stallmist und Jauche, wobei das Ergebnis 
mit den Veréffentlichungen von Schoeller und Goebel (1. c.) in Vergleich 
gesetzt wurde, ohne dafS§ dazu eine eigentliche Veranlassung vorlag. 
Dariiber, das darf vorweggestellt werden, daB die Hormonwirkung 
durch Stallmist bzw. Jauche relativ niedrig ist, bestehen keine Zweifel. 
Wichtig war die Feststellung, daS Hormone dieser Art, voe allem eben 
das Follikelhormon, vorzeitige Bliite und héhere Ertrage zeitigen 
kénnen. 

Diese Tatsache gab mir Veranlassung, die Wirkung des Hormons 
bei Vicia Faba minor zu iiberpriifen, wobei als Leitgedanke anzusprechen 
war: Erhéhter Schutz der Ertrage durch Vorverlegung der Bliite und 
damit weitestgehender Ausschaltung des Blattlausbefalles. 

Die Versuche wurden so durchgefiihrt, daB im Jahre 1933 im 
Freilandversuch ein Rohfollikelhormon verwendet wurde, wahrend 
im Jahre 1934 ein reineres Praparat zu GefaBversuchen und im Jahre 
1935 dasselbe Priiparat zu Freilandversuchen benutzt wurde. Im Jahre 
1936 wurde ein groB angelegter Freilandversuch mit einem Gesamt- 
kristallisat des Follikelhormons durchgefiihrt. 


Versuch des Jahres 1933. 


A. Am 20, Mai 1933 wurden drei Versuchsparzellen mit 100 Pflanzen 
der Pferdebohne angelegt. Boden: Toniger Lehm mit Kalkuntergrund, 
bergiges Gelainde, Neigung nach Ost. Die Pflanzen wurden in relativ vor- 
geschrittenem Vegetationsstadium (etwa 15 em) behandelt mit einem mir 
freundlicherweise von der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin, iiberlassenen 


1 Diese Zeitschr. 240, 1, 1931; 251, 223, 1932; 272, 215, 1934; 278, 298, 


1935. —- ? Scharrer u. Schropp, Zeitschr. f. Pflanzenernihrung u. Diingung, 
Teil B, S. 1, 1934; diese Zeitschr. 281, 314, 1935: Der Forschungsdienst, 
H. 2, S. 110, 1935. —- * Zeitschr. f. Pflanzenernahrung u. Diingung 44, 95, 


1936; Mitteilung f. d. Landwirtsch. 50, H. 43, 911, 1935. 
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Praparat in Pulverform, das neben Follikelhormon noch die erforderlichen 
Nahrsalze enthielt. Die Pflanzen von zwei Parzellen erhielten je 50 cem 
einer Suspension, die neben normalen Diingerbestandteilen 200 ME. Wirk 
samkeit besaBen (1 g Praparat 10000 ME. in 2 Liter H,O). Jede Pflanz 
wurde einzeln gegossen, und zwar wéchentlich einmal mit 50cem. Der 
Gub wurde jede Woche wiederholt am 27. Mai, 3., 10. und 24. Juni 1933. 
Gleichzeitig wurde eine Parzelle mit genau derselben Menge (50 cem) eine: 
Naéhrsalzsuspension behandelt. Beide vergleichenden Versuche wurden 
wegen anscheinender Ergebnislosigkeit mit dem 24. Juni 1933 abgebrochen. 
B. Ein neuer Versuch wurde mit demselben Praparat in Tablettenform 
(eine Tablette auf 1 Liter H,O, 50 cem = 500 ME.) zum Vergleich mit dem 
Nahrsalz allein angesetzt. Samtliche Pflanzen bzw. Bohnen wurden vor 
gekeimt in gew6Ohnlichem Wasser bis zu einer Keimentwicklung von etwa 
2mm. Das Pflanzen erfolgte am 10. Juni 1933, und zwar in verschiedenen 
Ausfiihrungen. 
Parzelle I: Follikelhormon + Nahrsalz 50c¢em. Suspension enthalt 
500 ME. 20 Pflanzen. 


Il: Nahrsalz '/, g je Liter Wasser. 20 Pflanzen. 


II: Follikelhormon + Nahrsalz 100 ¢em. Suspension enthalt 
500 ME. 10 Pflanzen. - 
IV: Follikelhormon + Nahrsalz 50cem. Suspension enthilt 


1000 ME. 10 Pflanzen. 

Samtliche Pflanzen entwickelten sich gleichmaBig im Wachstum und 
in der Knospenentwicklung. Die Pflanzen wurden gleichmaBig jede Woche 
mit der angegebenen Suspension gegossen bis zum 1. Juli 1933. Am 1. Juli 
1933 wurden simtliche Pflanzen dieses 
zweiten Versuchs einer genauen Unter- 
suchung unterzogen und folgendes fest- 
gestellt: 

Zu Abb. 1. Die mit Nahrsalz allein 
behandelten Pflanzen hatten eine nor- 
male einstémnmrige Wuchsform mit 
kleinen, nicht wesentlich ausgebildeten 
Nebentrieben. Die Bliitenbildungen 
waren auch normal, ebenso die Be- 
wurzelung. 

Zu Abb. 2. Die mit Follikelhormon 

Nahrsalz, 500 ME., behandelten 
Pflanzen zeigten eine deutliche, fast 
durchweg kraftige Nebentriebentwick- 
lung. Die Bliiten entwickelten sich bei 
Haupt- und Nebentrieben gleichzeitig und 
normal. Der Héhenwuchs. des Haupt- 
triebes stand nicht hinter dem Wachstum 
der einstimmigen Nahrsalzpflanzen zu- 
riick. 





Abb. 1. 
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Zu Abb. 2a. Die Nebentriebentwicklung war mit den ohne weiteres 

sichtbaren zwei Nebentrieben nicht abgeschlossen, sondern es ent- 

wickelten sich noch weitere kraftige etwa 5mm gro8e Knospen vege- 
tativer Natur (Spitze des Bleistiftes und weiter links). 


Zu Abb. 3. Die Nebentriebentwicklung der mit 1000 ME. be- 
handelten Pflanzen war zum Teil starker als die Entwicklung der Haupt- 
triebe, wobei sogar die Bliitenentwicklung intensiver und weiter bei den 
Neben- als bei den Haupttrieben war. 


Diese Feststellungen veranlaBten zu einer Untersuchung der 
Pflanzen, die im Versuch A, als mit keinen besonderen Merkmalen ver- 
sehen, nach dem 24. Juni 1933 unbehandelt blieben. Eine genaue Beob- 
achtung ergab folgendes: 


I. Die mit Nahrsalz behandelten Pflanzen entwickelten sich durch- 
aus normal, konnten auch u. U. Nebentriebe entwickeln, doch waren 
diese einmal in der Wuchsform, zum anderen aber im Fruchtansatz 
relativ bedeutungslos und wenig typisch. Das Héhenwachstum war 
gut und normal, ebenfalls die Bewurzelung. 


II. Zu Abb. 4 und 5. Die mit Hormon + Nahrsalz 50 cem = 200ME. 
und 6 Wochen lang behandelten Pflanzen zeigten im Durchschnitt eine 
gute Nebentriebentwicklung mit gutem und sehr gutem Fruchtansatz. 
Die Bewurzelung war gut. 


Ill. Zu Abb. 6. Der Fruchtansatz der mit Hormon + Nahrsalz 
200 ME. behandelten Pflanzen zeichnete sich gegeniiber den mit Nahrsalz 
allein behandelten Pflanzen im Durchschnitt besonders aus. 


Die auf Abb. 6 sichtbaren Schoten der Nr. 1, 2 und 3 zeigen Friichte 
von Hormon —- Nahrsalz, 200 ME., behandelten Pflanzen, Nr.4a, 4b, 4e 
Friichte von Nahrsalz behandelten Pflanzen. 


Versuche des Jahres 1934. 


Im Jahre 1934 wurden zu Vergleichszwecken wiederum Versuche vor- 
genommen, und zwar mit Progynon in wiasseriger Lésung, welches mir 
freundlicherweise wieder von der Schering-Kahlbaum A.-G. zur Verfiigung 
gestellt wurde. Am 5. April 1934 wurden 20 Pflanzen baw. Friichte der 
Vicia Faba minor in Toépfen gleicher Gré8e (normale Blumentépfe) ge- 
pflanzt und sofort mit 200 ME./Pflanze (Progynon 100 ME. /cem) gegossen. 
Das GieBen wiederholte sich am 12. April 1934 mit 400 ME. Pflanze, am 
19. April 1934 mit 900 ME. /Pflanze und am 26. April, 3., 10., 30. Mai und 
2. Juni 1934 mit je 1000 ME. je Pflanze. Gegossen wurden 10 der oben 
angefiihrten Pflanzen, die anderen 10 Pflanzen wurden mit reinem Wasser 
gegossen. Die Bliite trat bei 8 der behandelten Pflanzen am 2. Juni, bei 
den unbehandelten am selben Tage bei 3 Pflanzen auf. Die Nebentrieb- 
entwicklung war wie bei den Versuchen im Jahre 1933 bei den behande!ten 
Pflanzen im Verhaltnis zu den unbehandelten stirker. 


14* 
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Abb. 7.. Bliiten der hormonhehandelten Pflanzen aus Abb. 8. Bliiten der hormonbehandelten Pflanzen «us 


Versuch 1934. , Versuch 1934. 





Abb. 9.” Bliiten der hormonbehandelten Pflanzen aus Versuch 19334. 
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Abb. 10. Bliiten bei hormonbehandelten Pflanzen aus Abb. 11. Unbehandelte Pflanze 
Versuch 1934. aus Versuch 1934. 





Die Aufnahmen! der Pflanzen sind am 24. Dezember 1934 nach- 
mittags angefertigt worden und zeigen, dab die behandelten Pflanzen 
im Gegensatz za den unbebandelten an den Nebentrieben, also praktisch 
in zweiter Vegetation, Bliiten trugen. Es wurde festgestellt: 

1. Die behandelten (Progynon = insgesamt 6500 ME. /Pflanze) 
Pflanzen haben mehr Nebentriebentwicklung. 

2. Die behandelten Pflanzen zeigen sehr lange Vegetationszeit an 
den Nebentrieben. 

3. Die behandelten Pflanzen bliihen zur Halfte am 24. Dezember 
1934 oder: 


1 Die Wiedergabe einer gréBeren Zahl von Aufnahmen in dieser Zeit- 
schrift war nicht méglich, die Bilder stehen aber Interessenten jederzeit zur 
Vertfiigung. 
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die behandelten die unbehandelten 
Pflanzen haben Pflanzen haben 


grine starke Nebentriebe ......4.2.. 20 9 
»  schwache Nebentriebe........ 9 4 
trockene starke Nebentriebe ........ 5 6 
* schwache Nebentriebe. .. ..- . = 1 
RAD CR eee Fee cine har rates sabre ahs eke 5 — 


Versuche des Jahres 1935. 


Im Jahre 1935 wurden wiederum Versuche mit Vicia Faba minor 
angesetzt, und zwar Freilandversuche. Ma8gebend fiir diese Anordnung 
war, daB die Versuche nach Méglichkeit den Verhaltnissen in der Praxis 
angeglichen wurden, wobei die Applikation des Hormons bzw. der wisserigen 
Lésung (es stand ein Hormon in wasseriger Lésung mit der Konzentration 
1 cem 1000 ME. von der Schering-Kahlbaum A.-G. zur Verfiigung) mit 
der GieBkanne vorgenommen wurde. Es wurden vier Parzellen angelegt in 
GréBe 12x 20m mit 60 Reihen Bohnen = 6000 Pflanzen x 4 = 24000 
Pflanzen. Pflanzzeit: 27. und 28. Marz 1935. Boden: tiefgriindiger Lehm. 

Versuch 1. Umfassend 6000 Pflanzen. II. Gare, dazu 1,5 Ztr. Thomas- 
mehl pro '/, ha, 1,5 Ztr. 40% igen Kali, 0,25 Ztr. Ammonsulfatsalpeter pro 
'/,ha. H,O-Gaben (dest.) am 16., 22., 29. Mai und 6. Juni 1935, und 
zwar auf 240 qm 60 Liter. 

Versuch 2. Wie 1, dazu 4800 cem Lésung 480000 ME., bei viermaliger 
Wiederholung also 1920000 ME. oder insgesamt 320 ME. /Pflanze. 

Versuch 3. Wie 1, dazu 9600 cem Lésung = 960000 ME. oder bei 
viermaliger Wiederholung 3840000 ME. 640 ME. /Pflanze. 

Versuch 4. Wie 1, dazu 1500 cem Lésung 1500000 ME. oder bei 
viermaliger Wiederholung 6000000 ME. oder insgesamt 1000 ME. /Pflanze. 

Samtliche Pflanzen wurden nach der Vollreife abgeerntet und, da 
wihrend der iibrigen Erntearbeiten keine Auswertung vorgenommen 
werden konnte, besonders gelagert. Das Ernten geschah in der Weise, dats 
jede Pflanze mit Wurzel ausgezogen wurde; der Boden, der im allgemeinen 
gut abfiel, wurde entfernt. Die Auswertung der Pflanzen ergab folgendes 
Bild (Tabelle I): 

Tabelle I. 





Strohgewicht 


2 pte sarong Korner in 8 aol aes Poy 2 der einzelnen der doppelten 
je Pflanze je Ptlanze Pflanze Pflanzen Pflanzen 
kg g £ 
Unbehandelt 10,65 12,71 665,62 14,82 20,82 
320 ME. 10,02 11,09 626,25 14,50 19.47 
640. 9,09 9,66 568,13 14,38 18,93 
1000 , 8,49 11,39 530,63 12,19 19.95 


Aus Tabelle 1 geht hervor, daB das Hormon in dieser Dosierung 
hemmend auf die Entwicklung der Pflanzen gewirkt hat, und zwat 
ansteigend mit Zunahme der Dosierungen. Es geht weiterhin daraus 
hervor, daB man bei derartigen Versuchen mit St6érungen im Freiland 
zu rechnen hat, die naturgemaéB, auch wenn man bei Topfversucher 
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natiirliche Verhaltnisse zu haben glaubt, beriicksichtigt werden miissen. 
Im besonderen Make zeigte aber dieser Versuch, daB die Dosierungen 
je Pflanze viel zu hoch waren, und da daher bei weiteren Untersuchungen 
wesentlich kleinere Gaben je Pflanze verabreicht werden diirfen. 


Versuche des Jahres 1936. 


Aus diesem Grunde wurde im Jahre 1936 ein neuer Versuch angelegt 
und die Einheiten je qm Flache und nicht je Pflanze bemessen. Ich hielt 
mich hierbei an die Angaben Dr. Goebels, der in mehrjaihrigen bisher un- 
ver6ffentlichten Freilandversuchen hiermit bessere Erfolge erzielte. Es 
war an sich dabei ganz gleichgiiltig, wieviel Pflanzen je qm Flache standen, 
da die Wirkungsmenge des Hormons als ,,homéopathisch* zu bezeichnen ist. 
Eine wesentliche Umstellung in der Versuchsanordnung wurde durch die 
Ansduerung des an sich alkalisechen Hormons bzw. der wasserigen Lésung 
prim. Kaliphosphat verwendet wurde. In 
1/, ha) Vicia Faba minor (Weender 
Feld), bestellt am 14. Marz 1936, wurden mehrere zusammenhiangende 
Stiicke, in Gr6Be von 4m Breite und 5m Lange herausgeschnitten. 
Zwischen den einzelnen nebeneinanderliegenden Stiicken wurden aber, 
ebenfalls an den Stirnseiten, Schutzstreifen stehengelassen in Breiten von 
40 em. Der Plan gestaltete sich folgendermaben (Zahlen sind die ME.-Werte 
einzelner Gaben): 


vorgenommen, wobei 20%, 
einem Schlage (10 Morgen, 1 Morgen 
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Grunddiingung: 50 kg Thomasmehl, 75 kg Kali (40°,), 15 kg Ammon- 
sulfatsalpeter, alles pro '|, ha. Die einzelnen Felder 
Kennzeichen versehen. Am 20. April 1936, nachdem sich die ersten Blatter 
gut entwickelt hatten, wurden folgende Gaben | 


l cem 1000 ME.) und 
gegeben (je 20 qm): 


1. 500 cem Diingerlésung, verdiinnt auf 10 Li 


(Kontrollversuch). 
» 

mit Leitungswasser. 
3. 500 cem wie oben 
4. 500 cem wie oben 
5. 500 cem wie oben 
6. 500 cem wie oben 
7. 500 cem wie oben 
8. 500 ecem wie oben 


Demnach — erhielten 
1000 ME., Parzelle II] 
4000 ME., Parzelle VI 


2. 500 cem Diingerlésung 


100 cem Hormon 


200 cem Hormon auf 
400 cem Hormon auf 
600 cem Hormon aut 
800 cem Hormon aut 
1000 cem Hormon auf 
1200 cem Hormon auf 


Parzelle I (s. oben) 
2000 ME., Parzelle IV 
5000 ME., Parzelle 


* wurden mit sichtbaren 


formon (Hormonlésung 


Diingerlésung (20°). primar. Kaliumphosphat) 


ter mit Leitungswasser 


auf 10 Liter verdiinnt 


10 Liter Wasser. 
10 Liter Wasser. 
10 Liter Wasser. 
10 Liter Wasser. 
10 Liter Wasser. 
10 Liter Wasser. 


500 ME., Parzelle II 
3000 ME., Parzelle V 
VII 6000 ME., alles 
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in dreimaliger Wiederholung, und zwar am 27. April 1936 und 4. Mai 1936 
(Parzelle VII Kontrolle). 

Mitte Juni konnte beziiglich der Entwicklung rein auBerlich festgestell: 
werden, dai die Pflanzen mit 4000 ME., also Parzelle V, um etwa 20 cn 
iiber samtliche anderen Pflanzen hinausragten. Da der Versuch mitten i 
einem Felde angelegt war, konnte leider keine Aufnahme angefertigt werden. 
Die Ernte wurde mit gréBter Sorgfalt Ende August 1936 wie 1935 vor 
genommen, indem die Pflanzen einzeln ausgezogen und spater auch einzel: 
verarbeitet wurden. Das Ergebnis ist folgendes (Tabelle II): 


Tabelle II. 





ei : E ‘ - : Korn- 
Lfde. ig. Korner- -_ der oin- eo mehr- Anca Korn od gewieht 
Nr. eee a a i ‘ a pflanzen = Bac — 
1 Kontrolle 6850 664 34 698 981 100,0 
2 500 6770 623 64 686 991 100,0 
3 1000 7070 662 57 719 983 100,0 
4 2000 6450 582 39 621 1040 106,0 
5 3000 7220 623 _ 44 667 1082 110,38 
6 4000 7400 636 47 683 *1083 110.4 
7 5000 7200 647 37 684 1050 107,0 
8 6009 7020 612 46 658 1069 108.9 


Aus Tabelle IT geht hervor, da die Hormongaben bis 4000 ME. 
pro qm bei Vicia Faba minor Ertragssteigerungen von nicht unerheb- 
lichem Grade bewirken kénnen. Es ist aber ebenfalls ersichtlich, dal 
bei dieser Menge, die einer Hormongabe von rund 350 ME. je Pflanze 
entsprechen wiirde, bereits das Optimum erreicht ist!. 

Kine férdernde Wirkung auf die TJ'riebbildung scheint bei den 
niedrigen Hormongaben sicher zu sein, wenngleich dadurch keinerlei 
Ertragssteigerungen erreicht werden konnten. , Bei den héheren Do- 
sierungen ist jedoch die Ertragssteigerung ersichtlich und insofern be- 
deutungsvoll, als es sich ja, wie bereits betont, um ausgesprochene 
Freilandversuche handelt, bei denen ein Ertragszuwachs von 10°, mehr 
besagt als ein solcher bei Topfversuchen. 

Nehring hatte geglaubt, die in GefaBkultur ermittelten giinstigen 


Hormonmengen (genau wie ich im Jahre 1935) auf seine Feldversuche iiber 
tragen zu kOnnen, woraus sich wohl seine negativen Resultate erkliren. 
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Speicherung von Kohlepartikelchen im retikuloendothelialen 
System und Hamoglobinbildung. 


Von 
T. Radeff. 


(Aus der Klinik fiir innere Krankheiten, spezielle Pathologie und Therapie 
bei der veterinir-medizinischen Fakultat, Sofia.) 


(Eingegangen am 14. November 1936.) 


In der Medizin bedient man sich haufig der Einfiihrung von Farben und 
Metallkolloiden auf parenthalem Wege. Dies geschieht entweder, um eine 
Erkrankung festzustellen, wie bei der Réntgendiagnose der Leber und der 
Milz, oder um sie zu behandeln. In letzterem Falle fiihrt man entweder 
Metallkolloide (bei der unspezifischen Reiztherapie) oder Farbstoffe bzw. 
mit Farbstoff hergestellte Vaccine ein. Diese Farbstoffe und Kolloide werden, 
besonders wenn ihre Teilchen negativ geladen sind, von besonderen Zellen 
im Tierkérper, die nach Aschoff zu dem sogenannten retikuloendothelialen 
System gehoren, aufgespeichert. Da diese Zellen auch bei dem Austausch 
der Blutfarbstoffe und des Eisens beteiligt sind, indem sie rote Blutkérper- 
chen aufnehmen und zerst6ren, Héamosiderin enthalten und Bilirubin 
bilden kénnen, so ist es interessant, zu erfahren, ob sie einen EinfluB sowohl 
auf die Bildung von roten Blutkérperchen und Hamoglobin als auch auf 
deren Menge im peripheren Blut ausiiben, besonders dann, wenn in den 
Koérper der Tiere Kolloide eingefiihrt worden sind, welche von den Zellen 
aufgespeichert wurden. 

Untersuchungen in dieser Richtung sind von v. Zalka (1) angestellt 
worden. Dieser fand, da die Speicherung von einigen Stoffen in dem 
retikuloendothelialen System das Ubergehen von den neugebildeten Blut- 
kérperchen in das Blut hemmt, so daf sich die Anzahl der Erythrocyten im 
Blute nicht vermehren kann, auch wenn die Versuchstiere dem EinfluB ver- 
diinnter Luft ausgesetzt werden. Diese Untersuchungen wurden auch von 
Cronheim (2) bestatigt, der auBerdem feststellte, daB sich die Verteilung des 
Kisens zwischen Leber und Milz in diesem Falle andert. Nach Ardhen- 
bihl (3) wird das Eindringen von Hamopoietinen in das Blut von Tieren, 
die verdiinnter Luft ausgesetzt sind, durch die Aufnahme von Kolloiden 
verhindert. 

Wir haben uns nun mit der Beantwortung der Frage beschaftigt, ob 
die Aufnahme und das Zuriickhalten von Kolloidteilechen durch das 
1etikuloendotheliale System irgendeinen EinfluB, sei es auf die Bildung 
von Hamoglobin und von roten Blutkérperchen, sei es auf ihr Auftreten 
im Blute ausiibt. AuBerdem haben wir die Verteilung des Eisens zwischen 
der Leber und der Milz untersucht. 

Die Versuche wurden mit Kaninchen, Ratten und Miéusen angestellt. 
Zur Beladung der Zellen des retikuloendothelialen Systems wurde den 
Tieren einmalig intravenés oder intraperitoneal Tusche injiziert. Die 
reichliche Aufnahme der Kohlepartikelchen wurde durch Beobachtung der 
Farbe der Leber, der Milz und der Lymphknoten, sowie durch mikro- 
skopische Untersuchung der betreffenden Organe kontrolliert. Eine starkere 
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Bildung von Hamoglobin und von roten Blutkérperchen wurde entwede1 
dadurch erreicht, daB die Tiere vorher durch Phenylhydrazin anamisch 
gemacht wurden, oder indem man sie in verdiinnter Luft leben lieB. 
AuBer dem Gehalt an Hamoglobin und an roten Blutkérperchen im 
Blute wurde auch der Gesamtgehalt an Hamoglobin im Kérper, sowie die 
Menge des Eisens in der Leber und in der Milz untersucht, und zwar sowohl 
bei den mit Tusche injizierten als auch bei den nicht injizierten Versuchs- 
tieren. Dies geschah auf schon an anderer Stelle beschriebene Art und 


Weise (4). 


I. Versuche mit durch Phenylhydrazin verursachter Aniimie. 


a) Versuch mit Ratten. Ein Teil der Ratten wurde als erste Kontroll- 
gruppe zu Beginn des Versuchs untersucht. Die tibrigen Tiere wurden in 
zwei Gruppen geteilt und denen der einen intravenés je 0,2 cem Tusche 
(1 Teil Tusche auf 4 Teile physiologische Kochsalzlésung) injiziert. Sodann 
wurden saimtliche Tiere durch subcutane Injektion von je 2,4 mg Phenyl- 
hydrazin (als Acetat) innerhalb von 2 Tagen anidmisiert. Sofort danach 
wurden einige Tiere (zweite Kontrollgruppe) untersucht, die zeigen, wieviel 
Hiamoglobin zersetzt worden ist, und wohin das bei dieser Zersetzung frei 
gewordene Hiimoglobineisen gelangt ist. Ein Tier dieser Gruppe (Ratte 
Nr. 6) wurde mit Tusche injiziert, um sichtbar zu machen, ob die Aufnahme 
von Kohlepartikelchen durch die Zellen des retikuloendothelialen Systems 
sich auf die Zersetzung des Hamoglobins oder auf die Verteilung des Eisens 
auswirkt. Die anderen animisierten Tiere wurden am Leben gelassen, bis 
ihr normaler Hiamoglobingehalt wieder hergestellt war: dies geschah 
innerhalb von 10 Tagen. Dabei wurden, diese Tiere in zwei Untergruppen 
geteilt, die eine erhielt eisenarmes Futter, die andere dasselbe Futter mit 
Beigabe von Eisensulfat. 

In Tabelle I sind simtliche untersuchten Ratten angegeben, wobei 
vermerkt wurde, welche Mengen Hamoglobin und Eisen auf 1 kg Tier- 
gewicht entfallen. Um die Verteilung des Eisens in dieser Tabelle wie 
auch in allen folgenden Tabellen besser verfolgen zu kénnen, wurde der 


Hamoglobingehalt des Kérpers durch die Menge des Hamoglobineisens 
ausgedriickt. Wenn man beriicksichtigt, daB 1 g Hamoglobin 3,36 mg 
Hamoglobineisen entspricht, kann man aus der Menge des letzteren die 


Menge des Haimoglobins leicht berechnen. 

Vergleicht man Ratte Nr. 6 mit den iibrigen Ratten der zweiten 
Kontrollgruppe, so sieht man, daB das Einfiihren von Tusche weder auf 
den Grad der Himoglobinzersetzung noch auf die Verteilung des Eisens 
zwischen der Leber und der Milz eingewirkt hat. Ebenso hat es im 
folgenden nicht die Bildung von neuem Hamoglobin verhindert, denn 
der Himoglobingehalt der mit Tusche injizierten Tiere Nr. 14, 15 und 17 
erreichte im Verlauf von 10 Tagen dieselbe Héhe, wie derjenige der nicht 
mit Tusche injizierten Tiere der entsprechenden Untergruppen innerhalb 
desselben Zeitraumes. 

b) Versuche mit Kaninchen. Zu diesem Versuch wurden sieben Kanin 
chen verwendet. Eines derselben (Nr. 1) wurde schon zu Beginn des Versuchs 
als Kontrolltier untersucht. Die iibrigen Kaninchen wurden wieder mit 
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Tabelle 1. Himoglobingehalt des Blutes (Blut-Hb) und Menge des 
Leber- (L.-Fe), des Milz- (M.-Fe) und des Himoglobineisens (Hb- 
Fe) im Koérper der Versuchsratten. 





| Pro 1kg Tier 
Milz-Fe| Hb-Fe Leber-.. .. Be- 
aia I bias ve. Milz-Fe Hb-Fe merkungen 


Nr. und Kirper-  Blut- Leber- 
Ge- gewicht Hb Fe 
schlecht 
g g-! mg mg | mg mg mg mg 


I. Kontrolle. 


i of 54,6 14,95 0,198 0,175 1,270 3.6 S23 | 268 
2 9 52,2 15,0 0,284 0,170 1,107) 4,5 $3 | 21,2 
> ot 49.4 14,8 0,225 0,154 0,880 4.6 8,1 | 180 
Aniimie. 
II. Kontrolle. 
6 56,7 5,9 0,322 | 0,460 0,624 5,7 S.1 11,0 Tusche 
A 61,5 7,9 0.840 | 0,585 0,786 13,7 95 11,7 
8 ot 54,0 6,7 0,730 | 0,425 0491 13,5 7.9 9.1 


Nach 10 Tagen. 


a) Kisenarm ernihrt. 


13 o 904 13,7 0,276 0,204 2610 3,1 2,3 28,9 
14 9 90,3 | 14,9 | 0,186 0,198 2,505 2,1 2,2 | 27,7 ‘Tusehe 
15 Q 84,5 15,2 0218 0,225 2560 26 2,7 303 i 


b) Eisenreich ernahrt. 
16 oo 78,1 12,3 1,38 0,675 | 1,780 17,7 8.6 
172 97.7 143 100 0860 2738 102 88 2 
18 o 97.4 14,0 1,58 0,424 2494 16,6 4.5 25,6 Tusche 





Phenylhydrazin andimisiert, indem sie im Verlauf von 3 Tagen subeutan 
taglich 10 mg auf 1 kg Korpergewicht erhielten. Vor der Behandlung mit 
Phenylhydrazin wurde den Kaninchen Nr. 2, 4 und 7 intravenés je 5 cem 
10° ige Tusche eingespritzt. Dem Kaninchen Nr. 5 wurde erst nach der 
Anamisierung Tusche injiziert. In der Tabelle II sind die Ergebnisse der Blut- 
untersuchung wiedergegeben. 

Aus Tabelle II ersieht man, daB das Auftreten der Anamie sowie 
auch ihr Abklingen bei allen Kaninchen gleich verlief. Die einmalige 
intravenése Injektion von Tusche hat weder die Bildung von Hamo- 
globin noch das Eindringen der letzteren in das Blut beeinfluBt, da 
sowohl das mit Tusche injizierte Tier Nr. 7 als auch das nicht injizierte 
Tier Nr. 6 am 24. Tage nach dem Beginn des Versuchs fast die gleiche 
Anzahl von Blutkérperchen aufwiesen. 

Tabelle III zeigt die Ergebnisse der chemischen Untersuchung. 

Aus Tabelle II] ersieht man, daB, wihrend das Kontrolltier Nr. 1 
21,18 mg Hamoglobineisen enthielt, doh. 159mg auf 1 kg Kérper- 
gewicht, die Tiere, welche Phenylhydrazin bekamen, einen Zustand 
durchliefen, in dem das Hamoglobineisen weniger als die Halfte 
der oben erwahnten Menge betrug. Z. B. wiesen die zur Zeit der starksten 
Anadmie untersuchten Tiere Nr.2 und 3 nur 8,12 mg bzw. 9,12 mg 
Hamoglobineisen auf, d.h. je 6,0 bzw. 7.0 mg auf 1 kg Kérpergewicht. 
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Tabelle IT. Menge der roten Blutkérperchen und Hémoglobin.- 
gehalt des Blutes der Versuchskaninchen. 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Ne. 5 Nr. 6 Nr. 7 
, 29. VIII. 29. VIII. ae ae 29. VIII 
Kontrolle Tusche Tusche Tusche Tusche 
Datnin = i Hanae |S = a . 
Ery- Ery- Ery- Ery- Ery- Ery- Ery- 
thro-) yyy thro-) yyy thro-) yyy thro-) ppp thro-| yp thro- yp thro-. 44), 
eyten eyten eyten cyten cyten| eyten eyten 


Mill. |g-%/g Mill.) g-9/9 Mill. | g-9/9 | Mill. | g-°/9 Mill. }g-9/9 Mill. g-/9 Mill.) g-° 


. VIL. 5,64/11,0 6,01/12,4 6,11) 12,2 6,94/14,7. 6,69! 12,5 | 5,20 10,0 6,22) 11,7 


~& 
ws 


IX. 2,36 4,4 3,74) 5,4 3,65) 63 3,85) 58/345) 5,2 3,23) 5.0 
8 IX. 1,71} 3:2 }— 3s —{— —f|—}—-}—) — 
4. IX. 1,52; 33) — —|/—|}—|;-— —|.- 
5. IX. 1,67} 3,4 1,45} 3,7] 1,52) 2.5) 1,43] 35 
10. IX: 4,53, 11,5 4,01/10,8 | 3,20)10,8 3,16) 11,0 
Le. 2X. 4,64) 11,8 5,40) 11,8) 3,78)10,8 4,53) 12,8 
18: TX. -|— 576185 —|— —]} — 
14. IX. 5,64 14,5 —-'— —|- 
15, 1X. 5,39 12,3 5,42 13,4 
7. EX. 6,04 11,6 5,40, 12,9 
28. UX. 5,71 12,3 — | — 
24. IX- | 5,86, 13,3 


Tabelle III]. Die Menge des Leber-, Milz- und Hamoglobineisens 
im Korper der Versuchskaninchen. 





Pro 1 kg Tier 


Nr. und Kérper- — Blut- Leber- ‘ 
le- || sowie “¢ Milz-Fe | Hb-Fe | Leber- me- 
oieche gewicht Hb Ke ‘ re a Ke. Milz-Fe Hb-Fe  merkungen 
g g-%o mg mg mg mg mg mg 


1324 10,0 2,10 | 0,35 | 21,18 1,6 0,3 15,9 
1326 3,1 12,16 2,43 8,12 2 2,2 6,0 Tusche 
1300 3,3 15,50 2,38 912 11,9 1,8 7,0 
1141 14,5 6,10 | 0,37 | 30,77 5,0 0,3 | 27,0 Tusclie 
1396 13,5 2.01 0,46 30,69 14 0,3 22,0 
1483 12,3 5,00 0,28 25,82 3,4 0.2 | 17,4 
1627 13,3 6,85 0,12 , 33,24 4,2 0,1 20,4 Tusche 


2 SO 


Th COD Re 
4040 & @ 404040 


~I2>¢ 


Als Folge davon war die Eisenmenge in der Leber und in der Milz 
erhoht; sie enthielten bei dem ersten Tier 12,16 und 2,43 mg und beim 
zweiten 15,5 und 2,38 mg Eisen. Dabei war fast kein Unterschied 
zwischen diesen beiden Tieren, obgleich das erste mit Tusche injiziert 
worden war. Nach einigen Tagen erholten sich die Tiere von der Anamie, 
indem sich der Eisengehalt der Leber und der Milz verringerte, wofiir 
sich der Hamoglobingehalt des Kérpers erhéhte. Wie aus der Tabelle [11 
deutlich hervorgeht, ging dabei der Aufbau von neuem Hamoglobin bei 
den mit Tusche injizierten Tieren auf dieselbe Weise vor sich wie bei 
den normalen Tieren. 


II. Versuche mit verdiinnter Luft. 
a) Versuch mit Ratten. Dieser Versuch wurde mit jungen Ratten aus 
gefiihrt, von denen einige zur Kontrolle ohne Behandlung untersucht 
wurden. Einige weitere Tiere erhielten intraperitoneal je 0,5 cem unve! 
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diinnte Tusche; die tibrigen wurden zusammen mit den injizierten Tieren 
21 Tage lang verdiinnter Luft ausgesetzt. Die nicht injizierten Tiere dienten 
als zweite Kontrolle, die uns zeigt, welche Veranderungen infolge des Lebens 
in verdiinnter Luft bei den normalen Tieren eintritt. 

Apparatur und Ausfiihrungsweise dieses Versuchs sind in unseren 
friiheren Mitteilungen (4) beschrieben. Die Ergebnisse zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. Hamoglobingehalt des Blutes und Menge des Leber-, 
Milz- und Himoglobineisens. 





Pro 1 kg Tier 
Milz-Fe| Hb-Fe | Leber- Be- 
Fe 


Nr. und) Kérper-  Blut- — Leber- 
, Milz-Fe Hb-Fe merkungen 


Ge- gewicht Hb Fe 
schlecht 
£ £-%6 mg mg mg mg mg mg 


I. Kontrolle. 


20 g 113.6 12,8 155 | 0,35 | 2,51 || 13,6 81 | 221 
21 Q 90,7 13.6 1,68 0,34 247 | 18,5 38 272 
22 ot $23.7 15,7 0,38 0,35 3,29 4,7 SS | Sz 
23 ot 89.5 12,1 | 0,61 | 0,88 | 1,81 6,9 4,3 |.19,7 Tusche 
Luftverdiinnung (830mm Hg). 
II. Kontrolle. 
24 ot 91,1 22 3,80 0,42 7.21 | 41,7 4,6 79,0 
25 Q 90,0 260 220 0,47 £4626 244 4.7 69,5 


Versuchstiere mit Tusche. 


26 o 97,0 | 246 1,19 | 0,40 | 687 | 12,2 41 70,8 
27 o || 1140 | 23,2 1,75 055 | 897 15,0 4,8 78,7 
28 of 116,0 25,6 3,31 0,52 5.97 | 28.5 46 51,5 
29 9 107,5 26,2 2,76 0,37 8,05 25,7 34 749 


Aus der Tabelle IV ist zu ersehen, daB das intraperitoneale Ein- 
spritzen von Tusche die Bildung von Haimoglobin nicht gehemmt hat, 
da die injizierten Tiere denselben Hamoglobingehalt des Blutes hatten 
(23,2 bis 26,2 g-°,) wie die nicht injizierten (26,0 bis 27,2 g-°,). Der 
Hamoglobingehalt des Kérpers war bei ihnen fast der gleiche wie bei 
den nicht injizierten Tieren: Auf 1 kg Lebendgewicht entfiel bei jenen 
51,5 bis 78,0 mg, bei diesen 69,5 bis 79,0 mg. AuBerdem zeigte es sich 
hier, ebenso wie bei den Versuchen mit Anidimie, da die mit Tusche 
injizierten Tiere das Eisen, das sie mit dem Futter aufnehmen, nicht 
nur zur Erhéhung des Hamoglobingehaltes ihres Kérpers verwenden, 
sondern auch einen Teil davon in der Leber aufspeichern, und zwar fast 
in demselben Grade wie die normalen Tiere. 

b) Versuch mit Mdusen. Dieser Versuch wurde mit weien mannlichen 
Mausen vorgenommen. Einem Teil dieser Miause wurde intravenés je 
0,leem 10° iger Tusche injiziert. 5 Tage danach wurden einige von ihnen 
getétet und untersucht. Ebenso wurden auch einige normale Mause unter- 
sucht. Alle diese untersuchten Mause dienten als erste Kontrolle, die den 
Normalzustand zeigt. Die iibrigen injizierten Mause lie} man, zusammen 
mit einigen nicht injizierten, welche die zweite Kontrollgruppe bildeten, 
21 Tage in verdiinnter Luft leben. Danach wurden sie getétet und unter- 
sucht. Wie die Ratten erhielten auch die Mause wahrend der Akklimatisa- 
tionsperiode mit dem Futter eine Zugabe von Eisensulfat. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle V angegeben. 
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Tabelle V. Hamoglobingehalt des Blutes und Menge des Leber- 


und Hamoglobineisens bei den Versuchs mausen. 





Kirper- Pro 1 kg Tier 


Nr. gewicht Blut-Hb Leber-Fe Hb-Fe eee - sib-Pe 
g g-° mg mg mg mg 
Kontrolle. 

a) Ohne Tusche. 
10 18.8 16,2 0,151 0,420 8,0 23,3 
11 19,8 11,0 0,150 0,455 7,6 23,0 
12 15,85 10,0 (),125 0,263 7s 16,6 

b) Mit Tusche. 
13 17,6 13,6 0,097 0,312 5,5 93:2 
17,45 15,0 0,158 0,318 9,0 Si,e 
15 20,9 15,0 0,266 0,512 12,7 87,2 

Luftverdiinnung (3830 mm Hg). 

a) Ohne Tusche. 
16 13.2 95.4 0,165 0,526 12,5 39.9 
17 19.95 25.0 0,210 1,357 10.5 68,0 
18 13,8 19,0 0,245 0,618 i Woey 44,8 

b) Mit Tusche. 
19 16,2 - 0,300 * 1,060 18,5 * 65,5 
20 16,0 . 0,105 * 1,113 6.6 * 69.6 
21 18.95 24.8 0,096 0,909 5,1 52.6 
22 18,3 24,9 0,202 1,011 Li 55,2 
23 17,95 25.0 0,305 0,865 17,0 48.4 
24 21,2 23.0 0,067 1.780 3,1 84,0 


* Leber-Fe + Milz-Fe. 

Aus der Tabelle V geht hervor, daB zwischen den intravenés inji- 
zierten und den nicht injizierten Mausen fast gar kein Unterschied 
besteht, und zwar ebensowenig bevor man sie der verdiinnten Luft aus- 
setzt als auch danach. Ferner ist aus dieser Tabelle zu ersehen, dal die 
mit Tusche injizierten Tiere, ahnlich den nicht injizierten, unter dem 
KinfluB des Sauerstoffmangels einen erhéhten Hamoglobingehalt ihres 
Blutes und ihres Kérpers aufweisen, indem auch sie teilweise das mit 
dem Futter aufgenommene Eisen ausnutzen. 

Zusammenfassung. 

Das einmalige intravenése oder intraperitoneale Einfiihren von 
Tusche in den Kérper der Versuchstiere beeinfluBt weder den Hamo- 
globingehalt des Blutes noch die Anzahl der roten Blutkérperchen. 

Es verhindert nicht die Neubildung von Hamoglobin und roten 
Blutkérperchen und hemmt nicht deren Eindringen ins Blut. 

Die Injektion von Tusche und die Aufnahme von Kohlenpartikelchen 
seitens der Leber und der Milz wirkt sich nicht auf den Eisengehalt dieser 
Organe aus. Stteeeten. 

1) E. v. Zalka, Zeitschr. f. exper. Med. 76, 120, 1931. — 2) G. Cronheim, 
Klin. Wochenschr. 12, 1917, 1933; diese Zeitschr. 262, 86, 1933. 

3) G. Krahenbihl, Pfliigers Arch. 232, 848, 1933. — 4) Lintzel u. Radej/, 
ebenda 222, 674, 1929; 224, 451, 1930; 226, 307, 1930 
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Uber die Wirkung des Kallikreins auf den isolierten Darm 
und iiber eine neue darmkontrahierende Substanz. 
Von 
KE. Werle. 
(Mitbearbeitet von W. Gétze und A. Keppler.) 
(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie Diisseldort.) 
(Eingegangen am 24, November 1936.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. 

Kiirzlich teilten wir mit, daB Kallikrein aus Harn oder Pankreas 
den isolierten Hundediinndarm zur Kontraktion erregt, wahrend der 
Meerschweinchendiinndarm gegentiber diesem Stoff unempfindlich 
ist (1). 

In ihrer Wirkung auf den isolierten Hunde- und Meerschweinchen- 
darm zeigten nun Kallikreinpraparate aus Menschen-, Schweine- und 
Rinderprankreas, Submaxillarisdriisen (2) von Menschen, Hunden, 
Schweinen, Rindern und Katzen qualitativ dieselbe Wirkung wie die 
aus menschlichem Harn, was als eine weitere Stiitze fiir die Ansicht 
gelten muB, da das wirksame Prinzip dieser Priparate identisch ist !. 

Der Beweis dafiir, daB die darmkontrahierende Wirkung der 
Kallikreinpraparate nicht etwa einem Begleitstoff des Kallikreins zu 
verdanken ist, ist in der I. Mitteilung mit groBer Sicherheit dadurch 
gegeben, daB gleichstark blutdrucksenkende, hochgereinigte Kallikrein- 
praparate aus Pankreas und aus Harn etwa die gleichen Kontraktionen 
am Hundedarm hervorrufen, und dab gekochte Praparate, sowohl aus 

' Der quantitative Vergleich der Wirkungsintensitaten gleich stark 
blutdrucksenkender Mengen von gereinigtem Harnkallikrein und der Kalli- 
kreinpraparate anderer Herkunft auf de isolierten Darm ist noch nicht 
systematisch durchgefiihrt. In einigen Fallen schienen jedoch Pankreas- 
praparate (aus Schweinepankreas) in ihrer Darmwirkung starker als solche 
aus Harn wirksam zu sein. Dialysierte Kallikreinpraparate z. B. aus 
Hundekot waren am Hundediinndarm wirksam, und zwar etwa fiinfmal 
starker als Kallikreinpraparate ausHarn mit gleich stark blutdrucksenkend et 
Wirkung. Dabei handelt es sich nicht um die Wirkung von Histamin, denn 
an dem Testobjekt (isolierter Hundediinndarm) waren selbst 300 + Histamin- 
dichlorhydrat (Imido ,,Roche*) véllig unwirksam. AuBerdem verschwand 
die Aktivitat beim Kochen vollig. Es ist notwendig, mit weitgehend ge- 
reinigten Praparaten zu untersuchen, ob die vorhandenen quantitativen 
Unterschiede bestehen bleiben, oder ob sie besonderen Begleitstoffen zu 
verdanken sind. 
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Harn als auch aus Pankreas, keine Kontraktionen mehr verursachen 
Der im folgenden noch weiter gefiihrte Beweis dient dem weiteren Zweck 
zu entscheiden, ob die auf den Darm wirkende Gruppe des groben 
Kallikreinmolekiils identisch ist mit derjenigen, welche fiir die Kreislauf- 
wirkung verantwortlich ist. 


Kallikrein wird, auBer durch Kochen, zerstért durch Bestrahlen 
mit ultraviolettem Licht (3), durch Behandeln mit HCl, NaOH, sowie 
durch H,O, (3). Es zeigte sich, daB nach all diesen Eingriffen das 


Abb. 1. Isolierter Hundediinndarm, 2 em lang 
in 50ecem Tyrodelisung suspendiert. Hebel- 
iibertragung 1:7. Badtemperatur 37°. Zeit- 
marke wie bei Abb. 3. Bei 1: 2,7 KE in 1 ecm 
des folgenden Ansatzes: 4 cem Tyrode + 2 cem 
Kallikreinlésung (leem=S8KE). Bei 2:2,7 KE 
in leem des folgenden Ansatzes: 4 cem mensch- 
liches Serum + 2cem Kallikreinlésung (1 eem 

-8 KE), 1 Std. bei 37° belassen. Im Blutdruck- 
versuch war leem des Ansatzes am Hund 

wirkungslos. 


Abb. 2. Vorbemerkung wie bei Abb.1. Bei 
1:1eem des folgenden Ansatzes: 1,5 Tyrode- 
lisung + Ol eem nHCl+0,lcem nNaOH. 
Bei 2:1ecem des Ansatzes: 10 ecm Kallikrein- 
lisung (= 80 KE) + 4cem Inaktivatorlisung aus 
Rinderohrspeicheldriisen = 400 IE + 0.3 cem 
m Natriumbikarbonatlisung; 30 Min. 37°. Bei 
3:leem des folgenden Ansatzes: Zu 1,5 cem 
Ansatz 2, werden 0,1 cem nHCl nach 2 Min. 
langem Warten 0,l1cem nNaOH gegeben. (Im 
Kontrollversuch am Blutdruck des Hundes war 
eine starke Reaktivierung eingetreten. Vor 
dem HCl-Zusatz war die Lisung ohne Wirkung 
auf den Blutdruck des Hundes.) 





Kallikrein seine Wirkung nicht nur auf den Kreislauf, sondern auch auf 
den Darm verloren hat. — Fiir die Identifizierung des Kallikreins sind 
zwei weitere Reaktionen wichtig, namlich die Inaktivierung durch 
Serum (4) und durch Extrakte aus Lymphdriisen von Wiederkauern (5), 
besonders von Rindern. Diese Inaktivierung ist reversibel, was besonders 
leicht bei der Anwendung des Driiseninaktivators gezeigt werden kann. 
Die Versuche haben nun ergeben, daB die Darmwirkung der Kallikrein- 
praparate verschwindet beim Mischen mit Serum und beim Behandeln 
mit Driiseninaktivator in bicarbonatalkalischer Lésung (s. Abb. 1 und 2) 
Auch die Reaktivierung des Kallikreins kann an der Darmwirkung 
gezeigt werden. Die am Darm und Blutdruck véllig unwirksamen Re- 
aktionslésungen mit Driiseninaktivator bringen den Darm wieder zw 
Kontraktion und sind auch wieder kreislaufaktiv nach kurzem Anséuern 
und nachfolgender Neutralisierung (s. Abb. 2). Diese Tatsachen, ins- 
besondere diejenige der Inaktivierung und Reaktivierung sprechen woh! 
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eindeutig dafiir, daB& die darmaktive Gruppe des groBen Kallikrein- 
molekiils mit der kreislaufaktiven identisch ist. 


Bei den Inaktivierungsversuchen am isolierten Darm als Testobjekt 
kénnen auch die Eigenschaften des Inaktivators und der Verlauf der 
Inaktivierungsreaktion gut untersucht werden. So ist es z. B. 
méglich, den zeitlichen Verlauf der Inaktivierung an der abnehmenden 
Darmwirkung des Inaktivierungsansatzes bis zur vélligen Unwirksam- 
keit schén zu verfolgen, ferner liBt sich, wie friiher schon beschrieben 
wurde, zeigen, da der Inaktivator des Serums durch einstiindiges Er- 
hitzen auf 57° zerstért wird. Kallikrein mit Serum vermischt, welches 
1 Stunde auf 57° erhitzt war, verliert seine darmaktive Wirkung nicht. 


Wie bei den Inaktivierungsversuchen, bei welchen die inaktivierende 
Fahigkeit des Serums bzw. des Driisenextraktes an Hand der Kreislauf- 
wirkung z. B. bei der Katze gepriift wird, ist es notwendig, die Eigen- 
wirkung des Serums bzw. der Driiseninaktivatorlésung auf den Darm 
bzw. Uterus zu prufen. Gibt man Serum zur Suspensionsfliissigkeit 
z. B. des isolierten Hunde- und Meerschweinchendarmes, so tritt bei 
Zugabe z. B. von 0,5 cem Menschenserum eine mehr oder weniger starke 
Kontraktion auf. Diese ist verursacht durch Substanzen, die auBerhalb 
der Blutbahn entstehen oder schon von vornherein im Blute enthalten 
sind. Uber ihre Natur kann noch nichts Endgiiltiges ausgesagt werden. 
Sicher erwiesen ist das Vorhandensein von Adenylsaure (== Friihgift) (5) 
und Histamin (6). Auf den Darm wirkt ferner das Spatgift ein, welches 
nach Freund (7) mit Tyramin identisch sein soll. Auch Lésungen des 
Driiseninaktivators enthalten eine darmkontrahierende Substanz. Die 
darmerregende Wirkung der Driisenextrakte geht jedoch nicht mit 
ihrem Inaktivatorgehalt parallel, sie ist also nicht dem Inaktivator 
selber zuzuschreiben. 

AuBer dem Hunde- und Meerschweinchendiinndarm wurden auf 
ihre Erregbarkeit durch Kallikrein der Diinndarm des Kaninchens, der 
Katze, des Schweines und der Ratte gepriift, ferner die isolierten Uteri 
von Hunden, Katzen und Kaninchen. Von menschlichen Organen 
konnte bisher nur der Wurmfortsatz auf seine Erregbarkeit durch 
Kallikrein gepriift werden. Dabei ergab sich, daB er schon durch geringste 
Kallikreinmengen, z. B. 0,04 KE., kontrahiert wird. Sehr emptindlich ist 
auch der isolierte Katzendiinndarm und der Katzenuterus. Beide Organe 
werden schon durch weniger als 0,1 KE. stark kontrahiert (25 cem Bad- 
fliissigkeit), wobei es gleichgiiltig ist, ob man Kallikrein aus Harn oder 
Pankreas verwendet. Der Kaninchendarm ist durch Kallikrein nur 
wenig beeinfluBbar; der Kaninchenuterus wird anscheinend tiberhaupt 
nicht erregt. Ferner sind der Ratten- und Schweinediinndarm gegeniiber 
Kallikrein unempfindlich. Der virginelle und auch der nichtvirginelle 
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Uterus des Hundes wird durch Kallikrein ebenfalls nur wenig ode: 
gar nicht kontrahiert. 

Wabrend es fiir gewisse Untersuchungen am isolierten Darm un 
schidlich ist, die fiir die Messung zu verwendenden Darmstiicke eine 
odec mehrere Stunden im Eisschrank aufzubewahren, ist es notwendig, 
alle erwahnten Versuchsobjekte fiir die Kallikreinmessung lebensfrisch 
in 37° warme luftdurchperlte Tyrodelésung einzutragen. Die Reaktions 
fahigkeit der isolierten Darmstiicke und Uteri nimmt meist rasch ab 
so daB bisher nur in seltenen Fallen eine genaue Standardisierung von 
Kallikrein méglich war. 

Da das Kallikrein als aiuBeres Sekret der Bauchspeicheldriise in 
den Darm gelangt (8), kénnte vermutet werden, daB die Substanz von 
da aus die Bewegung bzw. den Tonus des Darmes beeinfluBt. Die fritheren 
Versuche am Meerschweinchendarm in situ ergaben hierfiir keine Anhales- 
punkte. Wir haben nun die Versuchsanordnung zur Schreibung der 
Darmperistaltik von Straub und Viaud (9) auch auf den Hund iiber- 
tragen, dabei aber nur selten eine Kontraktion des Darmes bei i. v. 
Injektion oder beim Einbringen von Kallikrein in die Darmschlinge 
beobachtet. Am isolierten Hundedarm ist nach unseren Versuchen 
das Kallikrein von der Mucosa aus unwirksam. Wir brachten z. B. 
Kallikrein aus Harn oder Pankreas zuerst in das Innere des Darmes, ohne 
da8 Kontraktion eintrat. Nach einigen Minuten wurde die Fliissig- 
keit aus dem Darm abgesaugt und zur Badfliissigkeit gegeben, nunmehr 
erfolgte die erwartete Kontraktion!. 


Il. 
Die Durchfiihrung der Inaktivierungsversuche mit Serum fiihrte 
zur Auffindung einiger Reaktionen, die im folgenden besprochen werden 


sollen. 


' Kallikrein wurde kiirzlich auch im Mundspeichel (2) (10) und in den 
Speicheldriisen aufgefunden (2). Es wird z. B. nach elektrischer Reizung 
der Chorda tympani beim Hund in das Sekret der Submaxillaris ab- 
gegeben. (Nach unver6ffentlichten Versuchen von £. Werle und P. v. Roden.) 
Ferner gelangt die Substanz nach elektrischer Reizung des peripheren 
Endes des nervus lingualis beim atropinisierten Tier in den Kreislauf und 
regt dabei die Magensaftsekretion an (10). Nun vermag das Kallikrein 
sowie der Submaxillarisspeichel bei i. v. Injektion ebenfalls die Magen 
saftsekretion anzuregen (10). Zwischen diesen sekretionserregenden Wir- 
kungen vermuten Ungar und Parrot (10) einen Zusammenhang derart. 
daB Kallikrein an der humoralen Ubertragung der Nervenreizung be 
teiligt sein kénnte. Bei der Frage nach der physiologischen Bedeutung 
des in den Verdauungstraktus sezernierten Kallikreins ware auch an ein 
Beeinflussung fermentativer Prozesse zu denken. Wir haben in dieset 
Richtung bereits einige Versuche durchgefiihrt und gefunden, da die 
Aktivitat des Trypsins und der Amylase nicht beeinfluBt werden. 
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Wird Kallikrein mit Serum vermischt und der Versuchsansatz 
iach 30 Minuten langem Verweilen in einem 37° warmen Wasser- 
thermostaten in die Suspensionsfliissigkeit eines Hundediinndarms 
yegeben, so ist seine darmerregende Wirkung, wie oben beschrieben 
wurde, voéllig verschwunden. Es wird mitunter lediglich die geringe 
..Eigenwirkung’ der im Ansatz enthaltenen Serummenge beobachtet!. 
Gibt man aber den Versuchsansatz etwa 1 Minute nach Fertigstellung 
in die Suspensionsfliissigkeit, so erfolgt eine sofortige Kontraktion des 
Darmes, welche weder auf die angewandte Kallikrein- noch Serummenge 
zuriickzufiihren ist, welche sich auch nicht aus der Summe der eventuell 
vorhandenen Eigen- und der Kallikreinwirkung ergibt, auch nicht einen 
gegenseitigen Potenzierungseffekt zur Ursache hat (Abb. 3). 


Abb. 3. Vorbemerkung wie bei Abb. 1. Bei 
1:1ecm des folgenden Ansatzes: 4ecm mensch- 
liches Serum + 2cem Kallikrein (= 16 KE.) nach 
einstiindigem Verweilen bei 379. Bei 2:1eem 
desselben Ansatzes 1 Min. nach Mischung. Bei 
3: 1lecm des folgenden Ansatzes: 4cem Tyrode- 
lisung + 2cem Kallikreinlisung (= 16 KE.). 





Verfolgt man die neuauftretende darmkontrahierende Wirkung 
am Hundedarm vom Augenblick der Zusetzung des Kallikreins zum 
Serum langere Zeit, so sieht man, daB sie sich mit zunehmender Re- 
aktionsdauer mit meBbarer Geschwindigkeit entwickelt, nach 2—3 Mi- 
nuten ihr Maximum erreicht, um oft schon nach 8—10 Minuten wieder 
vollig verschwunden zu sein. Man erkennt dies daran, daB sich die 
Latenzzeit der Kallikreinwirkung von der urspriinglichen Dauer (z. B. 
%) Sekunden) scheinbar auf wenige, z. B. 10 Sekunden, verkiirzt, um 
dann wieder gr6éBer zu werden. Ferner kann die Darmkontraktion er- 
heblich starker sein als der Wirkung der angewandten Kallikreinmenge 
entspricht (s. Abb. 3). Nach 30 Minuten ist dann keine Darmwirkung 
mehr beobachtbar, weil nun das Kallikrein vom Inaktivator des Serums 
aufgebraucht, inaktiviert ist. Urspriinglich schien manches dafiir zu 
sprechen, daB im Augenblick der Anlagerung des Inaktivators an das 
Kallikrein dessen darmaktive Wirkung voriibergehend erhéht wiirde. 
In der I. Mitteilung wurde jedoch die Tatsache, daB die Kallikrein- 
wirkung, im Gegensatz zu der sofort eintretenden des Histamins, eine 
mehr oder minder grobe Latenzzeit benétigt, auf die vermutlich geringe 


1 Unter der ,,Eigenwirkung‘*' des Serums soll in dieser Abhandlung 
die Wirkung des Serums auf den isolierten Darm verstanden werden, wie 
sie durch die Summierung der Wirkungen der vorhandenen Stoffe Friihgift, 
Spatgift usw. sich ergibt. 
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Ditfusionsfahigkeit des groBen Kallikreinmolekiils zuriickgefiihrt. Da 
das zusammengelagerte Kallikrein- und Inaktivatormolekiil eine noch f 


geringere Diffusionsfahigkeit besitzen muB als das Kallikreinmolekii! 





allein, das nun durch das groBbe Inaktivatormolekiil noch umfangreiche: 








geworden ist, so ist die Annahme der Beteiligung des Inaktivators an | 
der ,,Aktivierungsreaktion” abwegig. Da tatsachlich der Inaktivato: € 
Abb. 4. Isolierter Meerschwein- I 


chendickdarm. 3% ecm lang in 
20cemTyrodelisung suspendiert. 
Hebeliibertragung 1:7. Bad- a 
temperatur 379. Zeitmarke wie 
bei Abb 3. Bei 1:0,5eem des 





Ansatzes: 0,8cem Menschen- s 
serum + 0,2cem Kallikreinisg. 7 
(=1,6 KE.), 1 Min. nach Fertig 








stellung. Bei 2:0,5cem menschl. V 
Serum. Bei 3:0,4cem Kalli- 
krein = 3,2 KE. Bei 4: 0,3 cem 1 
dialys. Extrakt aus Sechweine- f 
sublingualisdriisen entsprechend 


3 KE. Bei 5:0,5eem des An- s 
satzes: 0,8 cem Serum + 0,2¢em 








Sublingualisextrakt. 1 Min. nach 2 
Fertigstellung.- Bei 6: 0,5 eem f 
desselben Ansatzes 10 Min., ; 
bei 7:16 Min. nach Fertig- a 
stellung. d 
an der ,,Aktivierung’* der Darmwirkung des Kallikreins unbeteiligt ist, u 
geht aber eindeutig daraus hervor, daB z. B. menschliches Serum, dessen V 
Inaktivator durch einstiindiges Erwirmen auf 56° zerstért wird, nach d 
dieser Behandlung seine ,,potenzierende* Fahigkeit f 
fiir die darmaktive Wirkung des Kallikreins noch y 
‘ ° + . . . r , 
unvermindert besitzt. UWbrigens wird beim Zu- Z 
sammenbringen von Kallikrein mit Inaktivato: M 
aus Driisen keine darmaktive Substanz gebildet. a 
Die bisher geschilderten Verhaltnisse lassen n 
sich besonders eindrucksvoll am Meerschweinchen- SI 
diinndarm aufzeigen, weil hier das Kallikrein vélliy d 
unwirksam ist und so die Beobachtung nicht nu 0 
Si 
Abb. 5. Vorbemerkung wie bei 4. Bei 1:0,3cem dialysierter z 

Extrakt aus Hundesubmaxillarisdriisen. Bei 2:0,5eem des An 
satzes: O8cem Serum + 0,2cem Submaxillarisextrakt. 1 Min u 
nach Fertigstellung. Bei 3:0,5eem desselben Ansatzes nach d 

weiteren 5 Min. 

L 
auf die scheinbare Verschiebung der Latenzzeit der Wirkung eines Stoffe- w 
angewiesen ist, sondern das Auftreten und das Verschwinden einer vorhe: d 
iiberhaupt nicht vorhandenen Wirkung beobachtet werden kann (Abb. 4) a 
Als besonders geeignet fiir diese Untersuchung hat sich der Meerschwein si 
chendickdarm erwiesen. Erwahnt sei, daB auBer dem Hunde-, Meer- d 


schweinchen- und Kaninchendarm auch die iibrigen bisher gepriften 
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Versuchsobjekte, namlich der Katzendiinndarm, der menschliche Wurm- 
fortsatz und die Uteri von Meerschweinchen und Katze durch Kallikrein 
+ Serum in der geschilderten Weise erregt werden. Von besonderer Be- 
deutung ist es, daB auch Kallikrein aus Pankreas, Submaxillaris und 
Parotis des Menschen und verschiedener Tiere die Bildung der darm- 
erregenden Substanz im Serum hervorrufen (s. Abb. 4 und 5). Gekochtes 
Kallikrein oder durch ultraviolette Bestrahlung bzw. durch Salzsaure 
oder Natronlauge zerstértes Kallikrein vermag die Bildung der darm- 
aktiven Substanz nicht zu bewirken. 

Die Entscheidung dariiber, ob die neue darmkontrahierende Sub- 
stanz ein Spaltprodukt des Kallikreins darstellt, oder ob durch das Kalli- 
krein aus einer im Serum vorhandenen Vorstufe ihre Bildung bewirkt 
wird, wobei das Kallikrein als Aktivator eines im Serum vorhandenen 
Fermentes oder selbstandig als Katalysator wirken kénnte, erlauben die 
folgenden Versuchsergebnisse. Setzt man zu gleichen Serummengen 
steigende Kallikreinmengen und gibt von diesen Ansatzen stets die dem 
gleichen Serumvolumen entsprechende Menge in die Suspensions- 
fliissigkeit eines Darmstiickes, so wird nach einer gemessenen Re- 
aktionszeit eine bestimmte starkste Darmkontraktion erzielt, die auch 
durch noch so groBe Kallikreinmengen nicht erhéht werden kaan. Wird 
umgekehrt die Kallikreinmenge konstant gehalten und die Serummenge 
vermehrt, so werden die Ausschlige des isolierten Darmes bei Zugabe 
des stets derselben Menge Kallikrein entsprechenden Volumens des 
Reaktionsansatzes groBer, d. h. eine bestimmte, kleinste Kallikreinmenge 
genigt, um die in einer gemessenen Serummenge vorhandene Substanz 
zu aktivieren bzw. zu entwickeln. Wird die Kallikreinmenge immer 
weiter herabgesetzt, so tritt schlieBlich eine Verminderung der Ausbeute 
an darmaktiver Substanz ein. Diese Ergebnisse sprechen dafir, da8B die 
neue Substanz nicht ein Spaltprodukt des Kallikreins ist; mit den Ver- 
suchsergebnissen ist vielmehr die Ansicht vereinbar, daB die Substanz 
durch eine Reaktion gebildet wird, an welcher das Kallikrein als Ferment 
oder Co-Ferment beteiligt ist. Es sollen an dieser Stelle kurz die haupt- 
sichlichsten Eigenschaften des Kallikreins erwihnt werden, die es mit 
zahlreichen Fermenten gemeinsam bat. Das Kallikrein ist hochmolekular 
und gegeniiber erhéhter Temperatur auBerst empfindlich. Ferner ist 
der Stoff gleich vielen Fermenten durch Bestrahlen mit ultraviolettem 
Licht zerstérbar. Auf Grund der gleichen Eigenschaften vermutet 
von Euler (11), daB das Prolan ebenfalls ein Katalysator von Enzymnatur 
darstellt, ,,wenn auch bisher das Substrat, an welchem das Prolan 
angreift und die spezifische Umwandlung desselben noch nicht gefunden“ 
sind. Die Vermutung, daB das Kallikrein als Katalysator wirken kénne, 
die sich angesichts der fermentartigen Eigenschaften des Stoffes uns 
schon vor langerer Zeit aufdrangte, scheint also mit der vorliegenden 
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Beobachtung ihre erste Bestaétigung gefunden zu haben. Die vor 
Brugsch, Horsters und Rothmann (12) vor einigen Jahren angegeben 
Beobachtung, wonach Kallikrein als Coenzym der Géarung ode: 
Atmung zu betrachten ware, konnte durch uns nicht bestatigt 
werden (13). 

In der gleichen Weise, wie es am Hundedarm beobachtet wurde. 
werden die Reaktionslésungen nach einigem Stehen auch auf den Meer. 
schweinchendarm oder -uterus véllig unwirksam (s. Abb. 4 und 5). 
Nach Zusatz von Kallikrein zu Serum finden also drei Prozesse nach- 
und nebeneinander statt. 1. Kallikrein bewirkt (als Ferment oder Co 
Ferment) die Bildung der darmaktiven Substanz aus ihrer Vorstufe 
2. Die aktive Substanz wird von einem im Serum vorhandenen Agens, 
sei es Ferment, sei es eine spezifische Substanz, inaktiviert. 3. Das 
(iiberschiissige) Kallikrein wird vom Inaktivator des Serums gebunden, 
inaktiviert. Es ergibt sich so die Aufgabe, die Vorstufe der darm- 
aktiven Substanz, sowie diese selber, ferner die an ihrer Freilegung 
bzw. Inaktivierung beteiligten Systeme naher zu charakterisieren, 
sodann die Notwendigkeit, diese Stoffe gegen schon bekannte ahnliche: 
Natur abzugrenzen. 

1. Die Vorstufe und das hypothetische, freilegende Ferment. Wird 
das Serum gegen flieBendes Wasser 48 Stunden dialysiert, bei neutraler. 
schwach saurer oder alkalischer Reaktion, so ist die Ausbeute der zu 
erhaltenden Darmsubstanz gegeniiber derjenigen, die aus unbehandeltem 
Serum erzielt werden kann, nicht vermindert. Daraus ist zu schlieBen, 
daB die Vorstufe und das hypothetische Ferment die Cellophanmembran 
nicht passieren. Die AuBenfliissigkeit der Dialyse enthalt kein Agens 
das die Freilegungsreaktion irgendwie beeinfluBt. Aus gekochtem Serum 
laBt sich die darmaktive Substanz nicht mehr entwickeln. Dies kann 
zweierlei bedeuten: a) die Vorstufe ist thermolabil, b) ein auBer dem 
Kallikrein und der Vorstufe fiir die Bildung der Darmsubstanz not- 
wendiges Agens wird durch Kochen zerstért. Versuche, in welchen ge- 
kochtes und nicht gekochtes Serum zusammen mit Kallikrein versetzt 
wurden, ergaben nur die dem frischen Serum entsprechende Menge 
darmaktiver Substanz. Da, wie weiter oben dargelegt, eine bestimmte 
Kallikreinmenge auch aus gréBeren Serummengen die darmaktive 
Substanz zu bilden befahigt ist, da ferner ein eventuell beteiligtes 
Ferment nicht nur die in dem frischen Serum, sondern auch die in dem 
gekochten Serum vorhandene Vorstufe umzusetzen verméchte, so mul 
mindestens die Vorstufe, also das Substrat der Fermentreaktion thermo 
labil sein. Wird Serum auf 56° z. B. 3 Stunden lang erhitzt, so wird dic 
Ausbeute an Darmsubstanz gegeniiber frischem Serum nicht vermindert. 
Die Vorstufe und das hypothetische Ferment werden durch Erwarmen 
auf 56° also nicht geschaidigt. Durch Bestrahlen des Serums mit ultra 
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violettem Licht wird die Ausbeute an darmaktiver Substanz nicht ver- 
mindert?. 

2. Der Aktivierungsvergang. LaBt man aus derselben Serummenge 
durch Zusatz gleicher Kallikreinmengen, aber bei verschiedenen H -Kon- 
zentrationen die darmaktive Substanz entstehen, so beobachtet man ein 
ausgepragtes Bildungsoptimum fiir die darmaktive Substanz bei schwach 
alkalischer Reaktion. AuBer von der H’-Konzentration ist die Bildungs- 
geschwindigkeit der Substanz stark von der Reaktionstemperatur 
abhangig. 


3. Der Inaktivator der darmaktiven Substanz und der Inaktivierungs- 


vorgang. Wie mehrfach erwahnt, ist die aktive Substanz schon wenige 
Minuten nach ihrer Bildung im Serum nicht mehr nachweisbar. Der 
Bildungsvorgang verlauft also nur wenig schneller als der Inaktivierungs- 
vorgang. Wird Serum z. B. 3 Stunden auf 57° erhitzt, so wird der In- 
aktivator der Darmsubstanz weitgehend zerstért, er ist also thermolabil. 
In erhitzten Seren verliuft daher die Inaktivierung sehr viel langsamer 
als in unveranderten, so daB die Substanz noch | bis 2 Stunden nach 
Ansatz nachgewiesen werden kann. Die Ausbeute an darmaktiver 
Substanz, die mit erhitztem Serum erzielt wird, ist erheblich gréBer als 
diejenige aus unverandertem Serum. Wahrend bei unerhitzten Seren 
die maximale Ausbeute der Substanz meist schon nach 2 Minuten er- 
reicht ist, wird sie bei erhitzten Seren erst nach 10 bis 20 Minuten 
beobachtet. Auch dialysiertes Serum vermag rasch zu inaktivieren, 
woraus hervorgeht, da der Inaktivator hochmolekular ist. Die Ge- 
schwindigkeit der Inaktivierung der Substanz ist wie diejenige ihrer 
Bildung temperatur- und px-abhangig, und zwar liegt das Inakti- 
vierungsoptimum etwa bei pu 7. In starker saurem und alkalischem 
Medium tritt keine Inaktivierung ein. 

Verschiedene Seren sind durch besonders stark wirksame In- 
aktivatoren ausgezeichnet, so das Kaninchen- und Meerschweinchen- 
serum. Weniger stark ist der Inaktivator beim Rinder- und Menschen- 
serum. Der Inaktivator des Serums wird durch Behandlung mit Alkohol 
und Ather nicht zerstért. 

Der Inaktivierungsvorgang bedeutet nicht die Umkehrung der 
Freisetzungsreaktion derart, daB nach eingetretener Inaktivierung 
durch erneuten Zusatz von Kallikrein der darmaktive Stoff wieder 
aktivierbar wiirde. Es erscheint nach erneutem Zusatz von Kallikrein 
nur derjenige Anteil aktiver Substanz, der beim ersten Kallikreinzusatz 
noch nicht freigesetzt worden war. Der Freisetzungs- und Inaktivierungs- 


1 Damit ist allerdings noch nicht entschieden, ob in reinen (farblosen) 
Lésungen der Reaktionsteilnehmer nicht doch eine Ausbeuteverminderung 
eintreten kénnte. 
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vorgang ist also irreversibel. Nach Aufklarung dieser Vorgange war es 
wahrscheinlich zu erwarten, daB in allen Gewebsfliissigkeiten ode: 
Organextrakten, in denen Kallikrein und die Vorstufe der darmaktiven 
Substanz im pu-Bereich 6 bis 8 zusammentreffen, sich die darmaktive 
Substanz bilden wiirde. Da, wie weiter unten berichtet wird, der In 
aktivator der darmaktiven Substanz in allen untersuchten Organ 
extrakten vorhanden ist, so kénnte der ganze Vorgang, namlich dic 
Entstehung und Inaktivierung der darmaktiven Substanz, unbemerkt 
ablaufen. Daf solche Faille nicht nur theoretisch vorstellbar sind 
sondern praktisch eintreten, sei an folgendem erliutert: Wie oben ein 
gehend geschildert, ist im Serum z. B. des menschlichen Blutes dic 
Vorstufe der darmaktiven Substanz und der Inaktivator der letzteren 
vorhanden. Daneben enthalt das Serum eine gewisse Menge inaktives 
Kallikrein (14) (15) (16). Gibt man nun zu diesem Serum aktives 
Kallikrein, z. B. aus Harn oder aus Serum, so wird die darmaktive 
Substanz entwickelt. Wird aber vor der Kallikreinzugabe das Serum 
mit Aceton und Ather gefallt und wieder in Lésung gebracht, so kann 
man, bevor das in der Auflésung sich entwickelnde Kallikrein durch die 
Blutdrucksenkung am Hunde nachweisbar wird, durch Zusatz von 
Harnkallikrein keine darmaktive Substanz mehr in Freiheit setzen. 
Aus diesem Befund ware der SchluB8 méglich, daB durch Aceton-Athe: 
Behandlung die Vorstufe oder das freilegende Ferment oder beides 
zerstért wiirde. Der Schlu8 wire aber falsch, wir konnten namlich zeigen. 
daB der Vorgang der Bildung der darmaktiven Substanz schon un- 
bemerkt vor sich gegangen war. Dies ist auf folgende Weise zu belegen. 
Die Ausbeute an Kallikrein aus Serum wird stark herabgesetzt, wenn 
man vor der Aceton-Ather-Fallung das Serum vorher 1 Stunde auf 57° 
erhitzt, sie wird gleich Null, wenn das Serum 3 Stunden lang diese: 
Temperatur ausgesetzt war. Versetzt man nun die Auflésung eines 
Aceton-Ather-Praparates aus menschlichem Serum, das 3 Stunden lang 
auf 57° erhitzt worden war, mit Kallikrein aus Serum oder Harn, so 
entsteht in guter Ausbeute die darmaktive Substanz. Es wird also 
weder die Vorstufe noch das die darmaktive Substanz freilegende 
Ferment durch Aceton und Ather geschadigt. Der obige Befund erklart 
sich daher folgendermaBen: Das in der Auflésung des Serumpulvers 
sich entwickelnde Kallikrein bewirkt die Entstehung der darmaktiven 
Substanz, welche ihrerseits sofort wieder inaktiviert wird. Da aber de: 
Vorgang der Inaktivierung irreversibel ist, l4Bt sich in einer derartigen 
Lésung, nachdem die Vorstufe aufgebraucht ist, keine darmaktive 
Substanz mehr entwickeln. 

Wir fanden einen Inaktivator der neuen Substanz auBer im Serum 
auch in Herz- und Skelettmuskelextrakt, in Leber-, Milz-, Niere-. 
Lunge-, Gehirn-, Pankreas- und Lymphdriisenextrakt. Ob dieser In 
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aktivator der Organextrakte mit dem des Serums identisch ist, ist noch 
nicht néher untersucht. 


4. Die darmaktive Substanz. Wird der Reaktionsansatz Serum 

| Kallikrein (zu welchem man Serum verwendet, das vorher 24 bis 

{8 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert wurde!) gegen stehendes 
Wasser in Cellophan dialysiert, so ist nach kurzer Zeit die darmaktive 
Substanz in der AuBenfliissigkeit nachweisbar, die Substanz besitzt also 
ein kleines Molekiil. Dialysiert man die gleiche Serummenge, jedoch ohne 
vorherigen Zusatz von Kallikrein, so bleibt die AuBenfliissigkeit ohne 
Wirkung. Aus dem Riickstand der zur Trockne verdampften AuBen- 
flissigkeit 1iBt sich die aktive Substanz in absolutem Alkohol nur 
schwer und sehr unvollstandig auflésen. In Ather ist die Substanz 
unléslich, leicht léslich in Wasser. Sie vertragt kurzes Kochen mit 
Wasser ohne Aktivitatsverlust. Beim Kochen mit normaler Salzsaure 
wird sie sehr langsam, mit normaler Natronlauge rascher zerstért. 
Durch H,S und H,0O, wird die darmaktive Substanz nicht angegriffen. 
Durch Trichloressigséure wird sie nicht gefallt. Daraus ergibt sich eine 
weitere Méglichkeit ihrer Reinigung. Man fallt das EiweiB des Serums 
mit Trichloressigséure und entfernt diese im Filtrat durch Ausatherung. 
Durch Phosphorwolframsaure wird die darmaktive Substanz in schwefel- 
saurer Lésung gefallt. Dabei werden geringe Mengen eines nichtinaktivier- 
baren, durch Phosphorwolframsaure nicht fallbaren darmkontrahierenden 
Stoffes, der der ,,Eigenwirkung*‘ des Serums entstammt, abgetrennt. 
Nach Zersetzung des Phosphorwolframates mit gepulvertem Barium- 
hydroxyd, Entfernung des tiberschiissigen Bariums mit Schwefelsaure 
und Neutralisieren laBt sich die Substanz wieder quantitativ zuriick- 
gewinnen. In den so gereinigten Lésungen ist die darmaktive Substanz 
verhaltnismaBig unbestandig; wahrend naémlich die rohen Lésungen 
monatelang haltbar sind, ist in den reinen Lésungen schon nach wenigen 
Tagen ein starker Aktivitatsverlust zu beobachten. Durch Tierkohle wird 
sie leicht véllig adsorbiert. Pharmakologisch ist die Substanz gekenn- 
zeichnet durch ihre starke Wirkung auf den isolierten Darm und Uterus. 
Sie vermag auch den Blutdruck des Hundes zu senken, weniger den der 
Katze und des Kaninchens. Dabei erfolgt eine VergréBerung der Am- 
plitude, geringe Zunahme der Schlagzahl und geringe Beschleunigung 
der Atmung. Durch Atropinisieren werden die Wirkungen auf Darm 
und Uterus nicht aufgehoben. Nachdem die bisherige pharmakologische 
Analyse der neuen Substanz eine weitgehende Ubereinstimmung mit 


' Es werden auf diese Weise die dialysierten Stoffe, welche an der 
»Eigenwirkung“ des Serums beteiligt sind, entfernt. Histamin, Adenylséure 
und eventuell vorhandenes Tyramin sind am Zustandekommen der ,,Eigen- 
wirkung‘* des Serums nur in sehr untergeordnetem Mae beteiligt. 
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den Eigenschaften des Kallikreins ergeben hatte, tauchte die Vermutung 
auf, daB sie die eigentliche Wirkungsform des Kallikreins darstellen 
kénnte. Danach miiBte das Kallikrein selber unwirksam sein und erst 
iiber die Bildung der neuen Substanz aus der Vorstufe wirksam werden. 
Wiirde dies zutreffen, dann miiBte der isolierte Darm und Uterus die 
Vorstufe enthalten, mit der das Kallikrein reagieren kénnte. Dies ist 
jedoch nicht der Fall, es lieB sich namlich in der Muskulatur des Hunde- 
diinndarms die Vorstufe nicht nachweisen. Eine weitere Méglichkeit 
der Entscheidung der Frage bot sich auf Grund der folgenden Tatsachen. 
Die Wirkungen einer Reihe biogener Amine am isolierten Organ kann 
verhindert werden durch vorherige Behandlung des Testobjekts mit 
Formaldehyd (17). Gibt man zu der Suspensionsfliissigkeit eines Hunde- 
diinndarmes Formaldehyd, so daB dessen Konzentration 1 : 10000 
betragt, so erlischt die Wirkung des Kallikreins am Darm vollstandig, 
die der neuen Substanz bleibt jedoch erhalten. Auch daraus kénnte ohne 
weiteres der SchluB abgeleitet werden, daB die obige Vermutung iiber 
die Wirkungsweise des Kallikreins unzutreffend sei, wenn nicht der 
Kinwand gemacht werden kénnte, daB die Zugabe von Formaldehyd 
zwar die Bildung der neuen Substanz verhindert, nicht aber die Wirkung 
der schon vorhandenen bzw. kiinstlich zugesetzten. Das Experiment 
zeigte jedoch, daB Formaldehyd die Bildung der darmaktiven Substanz 
nicht zu hemmen vermag. , 

Die bisher geschilderten Ergebnisse wurden in der Hauptsache mit 
Hilfe von Praparaten, die aus menschlichem Serum gewonnen wurden, 
erzielt. Die Versuche in gleichen Ansatzen auch aus verschiedenen 
Tierseren die aktive Substanz zu gewinnen, verliefen zunachst negativ. 
Es zeigte sich, daB bei Verwendung unvorbehandelten Serums gréBere 
Kallikreinmengen (z. B. das Fiinffache der bei Menschenserum zu- 
reichenden Menge) zur Freisetzung der darmaktiven Substanz benotigt 
wird. Es gelingt so z. B. aus Rinder-, Hunde-, Katzen-, Kaninchen- 
und Hammelserum die Substanz zu gewinnen. Es ist dabei Citratblut 
oder Plasma ebenso geeignet wie Serum. Aus Schweine- und Pferde- 
serum konnte die darmaktive Substanz durch Zusatz von Kallikrein 
aus Harn bisher nicht entwickelt werden, wohl deshalb, weil die kraftig 
wirksamen Inaktivatoren dieser Seren die entstehende Substanz mit 
fast der gleichen Geschwindigkeit inaktivieren, mit der sie gebildet 
wird. Bei den Versuchen mit tierischen Seren tritt die Eigenwirkung 
stérender in Erscheinung als bei Menschenserum. Bisweilen ergaben 
schon etwa 0,l.cem Schweineserum am Meerschweinchendarm und 
Uterus maximale Kontraktionen. 

Da unter festgelegten Bedingungen die Menge entstehender Darm- 
substanz in einer definierten Beziehung zu der fiir ihre Freilegung an- 
gewandten Kallikreinmenge steht, lieBe sich eine indirekte Bestimmungs- 
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methode fiir Kallikrein auf der Messung der Darmsubstanz begriinden, 
die besonders da von Bedeutung werden kann, wo es sich darum handelt, 
kleinste Kallikreinmengen zu bestimmen, die auf andere Weise nicht 
mehr erfaBt werden kénnen. So war es méglich, mit Hilfe der Ent- 
wicklung der Darmsubstanz im Serum noch 0,0016 KE. zu erkennen, 
das ist der hundertste Teil der mit Hilfe der Blutdruckmessung am 
Hunde eben bestimmbaren Kallikreinmenge, was 0,0029 y des bisher 
reinsten Kallikreinpraiparates entspricht. Voraussetzung fiir eine der- 
artige Messung ist die Ausschaltung der Inaktivatoren des Kallikreins 
und der darmaktiven Substanz und die Wahl] eines Serums mit méglichst 
geringer Eigenwirkung. Am besten geeignet ist frisches, menschliches 
Serum. 


Die interessante Beobachtung der Schadigung der Wirkung des 
Kallikreins, Histamins und anderer biogener Amine durch Formaldehyd 
laBt schlieBen, daB die fiir die Wirkung dieser Stoffe verantwortliche 
Gruppe verschieden sein mu von derjenigen der neuen Substanz. Es 
scheint also die Wirkungsgruppe des Kallikreins mit derjenigen des 
Histamins verwandt zu sein, kénnte also eine Aminogruppe 
darstellen, wahrend sie die neue darmaktive Substanz wohl nicht 
enthalt. 


Gibt man zu Serum Kallikrein, welches aus Serum gewonnen wurde, 
so beobachtet man gleichfalls die Bildung der neuen Substanz. Auf 
diese Weise gelingt es z. B. auch, aus Schweine- und Meerschweinchen-, 
Kaninchen- und Katzenserum die aktive Substanz zu gewinnen. Wahrend 
sich also aus Pferde-, Schweine- und Meerschweinchenserum mit Kalli- 
krein aus Harn die Substanz nicht entwickeln lieB, trat sie auf nach 
Versetzen dieser Seren mit Kallikrein aus arteigenem Serum. Daraus 
ergibt sich, wie es friiher schon fiir die Kallikreine gezeigt wurde, daB 
auch die Vorstufe der darmaktiven Substanz bei verschiedenen Arten 
geringe Unterschiede in ihrem Bau aufweisen mu. Es lassen sich also 
auch mit Hilfe der neuen Reaktion Unterschiede in der Konstitution 
der einzelnen Kaliikreine erkennen, und es JaBt sich mit Hilfe der 
Reaktion, die zur Bildung der neuen Substanz fiihrt, eine noch weiter- 
gehende Differenzierung der Kallikreine vornehmen, als es bisher auf 
Grund der verschiedenen Inaktivierungsreaktionen méglich war. Doch 
bediirfen die erérterten Verhaltnisse noch genauerer Untersuchung, wobei 
insbesondere darauf zu achten sein wird, inwieweit Begleitstoffe der 


einzelnen Komponenten der reagierenden Systeme die ablaufende 
Reaktion férdernd bzw. hemmend beeinflussen. In ihrer Gesamtheit 
bekraftigen diese Versuche erneut die Berechtigung, die Kallikreine 
verschiedener Organe und Herkunft trotz gewisser feinerer Unterschiede 
in einer Gruppe zusammenzufassen. 
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Vorkommen der darmaktiven Substanz. 


Gehirn, Leber, Milz, Niere, Darm, Lunge und Herz enthalten die 
Substanz weder aktiv noch in der im Serum vorkommenden Vorstufe. 
Es laBt sich nur diejenige Menge der Substanz aktivieren, die der in dem 
betreffenden Organ noch vorhandenen Serummenge entspricht. 


Prdéparative Gewinnung der Substanz. 

Die Moéglichkeiten zur praparativen Gewinnung der aktiven Sub- 
stanz lassen sich aus dem bisher Mitgeteilten leicht ableiten. Die zu 
waihlende Methode muB die Wirkung der beiden Inaktivatoren sowohl! 
des Inaktivators des Kallikreins als der darmaktiven Substanz méglichst 
ausschlieBen, um einerseits mit einer geringen Menge Kallikrein aus. 
zukommen und andererséits die gebildete Darmsubstanz quantitatiy 
aktiv zu erhalten. Folgendes Verfahren hat sich bisher als brauchbar 
erwiesen. 


Zur weitgehenden Zerstérung der Inaktivatoren des Kallikreins und de: 
darmaktiven Substanz wird das Serum zunachst 3 Stunden auf 56 bis 58° 
erhitzt. Zur Entfernung aller dialysablen, niedermolekularen Stoffe organi 
scher und anorganischer Natur, insbesondere solcher von aéhnlicher Wirkung 
wie die darmaktive Substanz, so Histamin, Cholin (Acetylcholin), Adeny! 
sdure, Tyramin, wird nunmehr 24 bis 48 Stunden gegen flieBendes Wasser 
dialysiert. Zu je 10cem Serum werden nun je 10 KE. gegeben und die 
Entwicklung der neuen Substanz in verschiedenen Proben am Meerschwein 
chendarm verfolgt. Im Augenblick, in welchem die gr6é8te Ausbeute an 
gezeigt wird, wird der Versuchsansatz mit Salzsiiure angesiuert', um die 
Wirkung des Inaktivators vollends auszuschalten (zu je 10cem Ansatz 
werden 0,5 bis 1,0cem normale Salzséure gegeben). Die Reaktionslésung 
wird nun in Cellophanbeutel (50 cem Fassungsvermégen) verteilt und gegen 
stehendes Wasser dialysiert. Im Verlauf von 24 Stunden wird die AuBen 
fliissigkeit, deren Volumen jeweils das Fiinffache der Innenfliissigkeit betragt. 
viermal gewechselt. Danach ist die aktive Substanz fast véllig aus den 
Beuteln herausdialysiert. Nach jedem Wechsel wird die AuBenfliissigkeit 
mit NaOH genau neutralisiert und im Vakuum bei 30 bis 40° zur Trockne 
eingeengt. Es verbleibt ein geringer, weiBlicher, salzhaltiger Riickstand, 
der fiinfmal mit kleinen Mengen absolutem Alkohol extrahiert wird. Der 
Extrakt wird filtriert, der Alkohol im Vakuum quantitativ entfernt. 
Der Riickstand der Alkoholverdampfung wird in Wasser aufgenommen. 
Die triibe Lésung setzt einen gelblichen, flockigen Niederschlag ab, welcher 
abzentrifugiert oder filtriert wird. Der Riickstand der alkoholischen Extrak 
tion enthalt die gréBere Menge der insgesamt vorhandenen darmaktiven 
Substanz, die leicht in Wasser aufgenommen werden kann. Die triibe 
Lésung wird klar filtriert. Diese Fraktion ist durch Serum véollig inakti 


' Es ist nicht wahrscheinlich, daB8 in diesem Zeitpunkt die gesamte 
Menge darmaktiver Substanz schon freigelegt ist. Die pro Zeiteinheit 
inaktivierte Menge der Substanz ist aber jetzt gréSer als die noch ent- 
stehende. 
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vierbar, wahrend die alkoholische zu etwa 25°, aktiv bleibt (Abb. 6). Das 
bisher reinste Praiparat vermag in einer Lésung von 1: 2000000 den iso- 
lierten Hundediinndarm deutlich zu kontrahieren (s. Abb. 7). 


Abb. 6. Vorbemerkung wie bei 4. Bei Abb. 7. Hundediinndarm. 2em lang 
1:07 cem des folgenden Ansatzes: in 50 cem = Tyrodelisung suspendiert. 
15 cem menschliches Serum + 1 cem Bei Pfeil 0,002ecm der Lésung der 
des aus Rinderserum gewonnenen, in gereinigten, aus Rinderserum- mit 
der Aubenfliissigkeit der stehenden Dia- Hilfe von Kallikrein aus dem mensch- 
lyse enthaltenen darmaktiven Stoffes. lichen Harn gewonnenen Substanz ent- 
Bei 2:0,28eem der Lisung des darm- sprechend einer Konzentration yon 
aktiven Stotfes. Bei 3:0,7 ¢cem Ansatz 1 1 : 2000000. 
12 Min. nach Fertigstellung. 


Abgrenzung der neuen darmaktiven Substanz gegen Stoffe 


von dhnlicher Wirkung. 


Durch die bisherige Kennzeichnung ist die Substanz abgrenzbar 
gegen alle bisher bekannt gewordenen Stoffe ahnlicher Wirkung, von 
denen besonders erwahnt werden sollen: 


1. diejenigen, die dem Serum die Eigenwirkung verleihen. Der 
Hauptanteil der im Serum von vornherein vorhandenen darm- und 
uterusaktiven Substanzen laiBt sich vor der Entwicklung der neuen 
Substanz, wie oben erwahnt, durch Dialyse abtrennen!. Die Stoffe 


' Im Gesamtblut wird nach der Hamolyse der roten Blutkérperchen 


eine Substanz nachweisbar, die sehr stark uteruserregend und deutlich 
darmkontrahierend wirkt. Mit der naiheren Kennzeichnung der Substanz 
sind wir beschaftigt. Sie ist sicher von der aus Serum und Blut durch 
Kallikrein freilegbaren Substanz verschieden, da sie sich dureh Serum 
oder Blut nicht inaktivieren laBt. 
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der ,,Eigenwirkung** unterscheiden sich besonders durch das Inakti- 
vierungsverhalten gegeniiber der neuen Substanz. Wahrend diese in 
unverandertem Serum schon wenige Minuten nach ihrer Bildung 
inaktiviert ist, lassen sich jene in unveranderter Menge noch nach 
vielen Stunden nachweisen. 

2. Tyramin {(18) bis (21)] verhalt sich nach Zusatz zu Serum bei 
der Dialyse wie die darmaktive Substanz, wird aber durch Serum nicht 
inaktiviert. Es scheint im Gegenteil im Serum die Tyraminwirkung 
verstirkt zu werden, eine Beobachtung, die wir noch naher unter- 
suchen werden. Pharmakologisch unterscheidet sich das Tyramin 
z. B. auch dadurch von der darmaktiven Substanz, daB es den 
Blutdruck des Hundes steigert, wahrend die darmaktive Substanz 
ihn senkt. 

3. Histamin laBt sich, wie unsere Versuche zeigen, zwar vom 
Serum durch Dialyse abtrennen, doch ist es auBer durch sein Ver- 
halten beim Kochen mit Saure von der darmaktiven Substanz dadurch 
unterscheidbar, daB es durch Serum nicht inaktiviert wird. Die 
Darmkontraktionen, die von Histamindichlorhydrat - hervorgerufen 
werden, sind gleich groB, ob die Substanz in reiner Lésung oder z. B. 
nach lingerem Stehen mit menschlichem Serum von 37° vermischt 
gegeben wird. Ferner ist das Histamin am Hundediinndarm sehr wenig 
wirksam, wahrend die neue darmaktive Substanz sowohl den Hunde- 
als auch den Meerschweinchendiinndarm sehr stark kontrahiert. 

4. Substanz P (22). Von der Substanz P ist die neue Darm- 
substanz dadurch unterscheidbar, daB sie am isolierten, virginellen Meer- 
schweinchenuterus stark aktiv ist, an welechem die Substanz P so gut 
wie unwirksam ist. Wahrend diese durch Hammelserum nicht inaktiviert 
wird, verliert jene ihre Wirkung im Hammelserum rasch und vollkommen. 

5. Vesiglandin. Das Vesiglandin von U.S. v. Euler (23) [vgl. auch 
W. Goldblatt (24)| unterscheidet sich von der neuen darmaktiven Sub- 
stanz durch seine Léslichkeit in Ather sowie durch die leichte Zerstérbar- 
keit durch Salzsiure und Natronlauge beim Kochen. 

6. Vasopressin und Oxytocin. Vom Vasopressin und Oxytocin unter- 
scheidet sich die neue Substanz durch ihre geringere Empfindlichkeit 
gegen Natronlauge. Wahrend das uteruserregende Prinzip beim Ver- 
setzen mit n Natronlauge nach zweistiindigem Stehen bei gew6hnlicher 
Temperatur zerstért ist, halt die neue Substanz diese Behandlung aus. 
Pharmakologisch sind die Substanzen dadurch unterscheidbar, dab 
Vasopressin den Blutdruck steigert und die neue Substanz ihn senkt. 
Oxytocin laBt unter gewéhnlichen Bedingungen den Blutdruck des 
Sadugetieres unbeeinfluBt. 

7. Adenylsdure. Stark wirksame Mengen der neuen Substanz 
geben keine Orcinreaktion. Adenylsiure wird im Gegensatz zur neuen 
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Substanz durch Natronlauge nicht angegriffen. Sie wirkt am Meer- 
schweinchenuterus erst in sehr groBen Mengen kontrahierend, am Meer- 


schweinchendarm ist sie so gut wie unwirksam. 


Die blutdrucksenkende und darmerregende Substanz von Lange 
und Felix (25) [vgl. jedoch Chang und Gaddum (26)] unterscheidet sich 
von der neuen darmaktiven Substanz durch ihre Bestaindigkeit gegen 
starke Saure (z. B. 30 %ige Schwefelsaéure), sowie durch ihre mangelnde 
Inaktivierbarkeit durch Blut oder Serum. 

8. Kallikrein. An dieser Stelle seien nochmals einige der haupt- 
sachlichsten Unterschiede der neuen Substanz vom Kallikrein zusammen- 
gestellt. Kallikrein ist am Meerschweinchendiinndarm und -uterus 
unwirksam im Gegensatz zu der neuen Substanz. Kallikrein wird bei 
kurzem Kochen bei neutraler Reaktion voéllig zerstért, wahrend die neue 
Substanz dabei vollig erhalten bleibt. Diese wird zwar durch Serum 
inaktiviert wie das Kallikrein, doch sind die dabei wirksamen Inakti- 
vatoren voneinander verschieden. Der Inaktivator des Kallikreins 
ist viel hitzeempfindlicher als derjenige der neuen Substanz. Kallikrein 
wird durch Driiseninaktivator inaktiviert, die neue Substanz nicht. 
Kallikrein ist hochmolekular, die neue Substanz niedermolekular. 
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Alkalose des Blutes bei Neoplasmen 
und ihre diagnostische und pathogenetische Bedeutung. 
Von 
A. Oszacki und R. Kurzweil. 
(Aus dem Laboratorium fiir Krebsforschung in Krakau.) 
(Eingegangen am 1, November 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Unsere Untersuchungen iiber die Wasserstoffionenkonzentration 
im Gesamtblut Tumorkranker sollen auf zwei grundsiatzliche Fragen 
Antwort geben: 

1. Begleitet die Tumorerkrankung eine konstante Anderung der 
Blutreaktion ? 

2. Falls dies zutrifft, ist die Anderung eine primare Erscheinung, 
also die Grundursache fiir die Krebsbereitschaft! des Organismus, oder 
ist sie sekundar, also abhangig von Kachexie, Alter, Zeitdauer, oder 
liegt schlieBlich die Ursache der verainderten Blutreaktion in der bés- 
artigen Geschwulst selbst ? 

In der Literatur finden sich verhaltnismaBig wenig Arbeiten tiber 
die Wasserstoffionenkonzentration im Blute Krebskranker (1), und die 
Autoren sprechen sich teils fiir eine Alkalose, teils fiir eine Azidose des 
Blutes aus. In letzter Zeit iiberwiegt die Ansicht, da die Tumor- 
erkrankungen von einer Erhéhung des Blut-py-Wertes  begleitet 
werden (2). 





Die Ursache dieser verschiedenen Meinungen mu} man unserer 
Ansicht nach fast ausschlieBlich in der Methodif suchen, derer sich die 
Autoren bedienten. Wesentlich ist dabei 1. die Methodik der px-Be- 
stimmung, 2. die Art der Blutentnahme. 


Die kolorimetrische Methode wird fast von allen Autoren verworfen. 
Als genaueste Methode gilt heute die elektrometrische, wobei man sich aber 
vor Verwendung sowohl der Chinhydron-, als auch der Antimonelektrode 
hiiten muB, da sie die Quelle vieler Fehler sind. Als genaueste Methode hat 
sich die Messung mit der Wasserstoffelektrode erwiesen. 

Besonders wichtig ist die Art der Blutentnahme aus dem Blutgefals. 
Bei Blutentnahme ohne besondere VorsichtsmaBregeln tritt Verlust von 
CO, und (im venésen und anoxamischem Blute) Anwachsen des O,-Gehaltes 
ein. Auch das Durchstr6men von Wasserstoff durch das Blut bewirkt Ver 
dringung von CO, und O, und damit py-Verainderung. Hierin liegen woh! 
die Hauptquellen groBer Fehler. Die genaueste Messung erhalten wir, 
wenn wir das Blut direkt in die Wasserstoffatmosphire einfiihren. Dies 


1 Krebs: alle Neoplasmaerkrankungen. 
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laBt sich bei Verwendung einer Wasserstoffelektrode in Gestalt der Sannié- 
Spritze genau durchfiihren. Sie bietet auch die Méglichkeit, den Raum 
zwischen Gas und Blut zu regulieren. 

Alle hier besprochenen Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion wurden, sofern nichts anderes bemerkt ist, mit Venenblut durchgefiihrt. 


Technik der Blutentnahme und der Messung. Das Blut entnahmen wir 
immer dem in Ruhelage befindlichen, niichternen Kranken aus der Armvene, 
wobei wir im Augenblick des Einfiihrens der Nadel in die Vene die Stauungs- 
hinde lésten. Wir belieBen die Binde nur 
in den seltenen Fallen, in denen das Blut 
nicht ausstrémen wollte und auch da nur 
mit méglichst schwacher Unterbindung. 

Ubrigens haben wir uns experi- 
mentell davon iiberzeugt, daB das Be- | 
lassen der Stauungsbinde den py-Wert | 
nicht beeinfluBt. Zur besseren Kontrolle | 
wurden gewoéhnlich drei Blutproben ent- 
nommen : Zwei in zwei Spritzenelektroden, 
die dritte Probe aber unter Paraffin in 
ein Reagensglas auf die von einem von 
uns friiher beschriebene Art (3) (4). 

Die Wasserstoffionenkonzentration 
des Blutes bestimmten wir elektrometrisch 4 
unter Benutzung der Apparatur von 
Michaelis. Vergleichselektrode war eine 
gesattigte Kalomelelektrode. Zur Kon- 
trolle benutzten wir gewéhnlich zwei 
Elektroden, deren Potential man mit 
einer Normalwasserstoffelektrode kon- 
trollierte. Als normale Wasserstoff- \ h 
elektrode verwenden wir die Spritzen- . 
elektrode von Sannié. Sie mu vor jeder 
Messung frisch vorbereitet werden, da 
von der sorgfaltigen Vorbereitung dieser 
Elektrode die Genauigkeit der Messung 8 
abhangt. Nach Feststellung der Ge- 
nauigkeit des Potentials gehen wir zur ,yh.1, Vorbereitung der Wasserstotf- 
Vorbereitung der Elektrode fiir die Blut- elektrode zur Blutentnahme. 
entnahme iiber. 

Vorbereitung der Wasserstoffelektrode zur Blutentnahme. Um das Venen- 
blut direkt in die Elektrode einfiihren zu kénnen, bedienten wir uns eines 
Zweiwegehahns, der mit einem Stiick Gummischlauch auf den FuB der 
Spritzenelektrode aufgesetzt war (Abb. 1). Der Wasserstoff strémt also durch 
Elektrode und Hahn hindurch. Zur Kontrolle des Wasserstoffstromes 
es sollen zwei Wasserstoffblaschen in der Sekunde durch die Spritze flieBen 
sowie zur Vorbeugung gegen em Zuriickstrémen des Wasserstoffes ist die 
freie Offnung des Zweiwegehahns durch ein kurzes Rohr verlangert. Dieses 
wird mit einer U-férmigen Glasréhre verbunden, deren freies Ende in 
Wasser getaucht wird, wie Abb. 1 zeigt. Nach 20 bis 30 Minuten ist die 
Wasserstoffeinwirkung beendet. Darauf schlieBt man alle Haihne, mit dem 
Zweiwegehahn beginnend, und nach Einfiihrung der Nadel in die Vene ver- 
bindet man ihren Kopfteil mit der Olive des Doppelhahns. Jetzt 6ffnet 
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man den Hahn, der nach auBen fiihrt, und laBt so lange Blut ab, bis all 
Luftreste verdringt sind. Von au®erordentlicher Wichtigkeit ist, daB da- 
in die Elektrode einflieBende Blut keine Wirbel bildet und keinen plétzliche; 
Druckschwankungen unterliegt, damit nicht Gasblasen im Blute entstehen 
Erst wenn der Blutstrom gleichmaéBig und zusammenhingend ist, 6ffnet 
man den Hahn in der Weise, daB das Blut direkt, ohne mit Luft in Be 
riihrung zu kommen, in die Wasserstoffatmosphire einflieBen kann. Die 
Klektrode muB8 man dabei mit dem Kolben nach unten halten, damit das 
durchflieBende Blut sofort den Kolben benetzt und abdichtet. Man so!! 
nicht mit dem Kolben Blut in die Spritze aufziehen. Sobald das Blut das 
Kolbenende erreicht hat, ist die Spritze waagerecht zu halten, damit de: 
Kolben durch sein Gewicht keinen Zug ausiibt und sich unter dem Druck 
des einflieBenden Blutes nur leicht hebt oder hinausschiebt. Der Druck in 
der Elektrode soll nimlich nur méglichst wenig vom atmosphiarischen, aut 
den sich alle unsere Messungen beziehen, abweichen. Darauf entfernt man 
den Zweiwegehahn und mischt das Blut mit der Wasserstoffatmosphire 
Dies geschieht genau so, wie wir es friiher fiir das Mischen des Blutes mit 
Schwefelsiure beschrieben haben. Nach dem Mischen 6ffnet man den 
unteren Hahn der Elektrode, um den Druck des Blutes in der Spritzen 
elektrode mit dem Atmospharendruck auszugleichen. 

Ausfiihrung der py-Messung. Bei der Messung dient die Spritzen 
elektrode, die in einem mit gesattigter Kaliumchloridlésung § gefiillten 
Kolben eingefiihrt wird, als negative Elektrode; positive Elektrode ist die 
Kalomelelektrode. 

Im allgemeinen sind die Ergebnisse konstant und bei beiden Elektroden 
fast ideal gleich (Unterschiede nicht gréBer als 0,01 bis 0,02 py), oder aber sie 
sind vollkommen sinnlos. Das Blut entnahm man mit speziell dazu her 
gestellten Platinnadeln mit kurzem Lager und kurzgeschnittener Spitze. 
Zur Entnahme von arteriellem Blut verwendete man bedeutend diinnere 
Nadeln, aber von derselben Gestalt. Es ist darauf.zu achten, da man das 
arterielle Blut wegen des stirkeren Blutdruckes sehr vorsichtig in di 
Elektrode einlassen muB. 

Zur py-Bestimmung im Serwm nahm man dieses nach dem Zentrifu 
gieren direkt mittels der Spritzenelektrode iiber den roten Blutk6rperchen 
ab, wobei die Elektrode wie oben beschrieben vorbereitet wurde, nur oline 
Aufsetzen des Doppelhahnes. Es erwies sich dabei als vorteilhaft, da- 
FuBende der Elektrode mit einer Wachskappe zu verschlieBen. Dadurch 
wurde verhindert, daB fliissiges Paraffin, das das Blut in einer einige Zenti 
meter dicken Schicht bedeckte, beim Durchstechen in die Elektrode gelangte. 
Sobald sich die Spitze im Serum befand, wurde das Wachs mittels eine- 
Glasstibchens abgestoBen und das Serum mit dem Kolben in die Spritze 
gesogen. Man achte auch darauf, daB die in den ,,Bauch*: der Elektroc: 
eingefiihrte Blut- oder Serummenge immer anniahernd die gleiche ist. 
ebenso ihr Verhaltnis zu der zwischen Fliissigkeitsoberflache und den 
Wanden des Elektrodenbauches und Kolbens eingeschlossenen Gasatmo 
sphare. Vor der Messung selbst ist ebenso wie beim Blut durch Offnen des 
Hahnes am ElektrodenfuB der in der Spritze herrschende Druck mit dem 
atmospharischen auszugleichen. 






































Besprechung der Fille. 

In der Zusammenstellung (Abb. 1) beriicksichtigten wir 243 gleich 
zeitig klinisch untersuchte Fille, bei welchen wir die Wasserstoff 
ionenkonzentration, ausgedriickt als pu, bestimmten. Angefiihrt sind 
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1. 120 neoplasmafreie Fille, wobei man absichtlich die ver- 
schiedensten Krankheiten, wie auch gesunde Personen, auswahlte. 

2. 97 Faille von Neoplasmaerkrankungen, darin 89 Fille von 
Krebs im engeren Sinne und 6 Sarkome. Von diesen 97 Fallen wurden 
60, d. i. 62%, autoptisch bestatigt. 

3. 6 Falle von myeloischer Leukimie. 

4. 2 Faille von Uterusfibrom. 

5. 7 als ,,unsicher“ bezeichnete Faille, d.h. solche, die neoplasma- 
verdachtig waren, bei denen man aber, sei es was die Existenz des 
Tumors, sei es was seine Boésartigkeit anbelangt, die Diagnose nicht 
stellen konnte. 

6. 5 Falle von Lymphogranulose . 

7. 7 Falle ven Schwangerschaft, wobei die neben den Punkt 
gesetzte rémische Ziffer den Schwangerschaftsmonat bezeichnet. 

Den niedrigsten pu-Wert (7,20) beobachteten wir bei einem Fall 
von Cholimie. Weitere niedrige Werte finden sich in Fallen von Zucker- 
krankheit und von Kreislaufinsuffizienz, besonders in mit Sklerose der 
Lungenarterie komplizierten Fallen, ferner auch in der Gruppe ,,Ver- 
schiedene“ bei Peritonitis oder Polyserositis. Den héchsten Werten 
begegnen wir in einem Falle von Magenulcus mit andauerndem Er- 
brechen (px 7,43) und in einem Falle von pruritus ani (pu 7,39). Nur 
bei einem Fall von Polyserositis und bei einem Gesunden erhielten wir 
einen pxu-Wert von 7,37 und in einem Falle von Magenulcus von 7,36. 

Von den carcinomfreien Fallen liegt die iiberwiegende Mehrzahl, 
namlich 95°, zwischen px 7,35 bis 7,29; gegen die alkalische Seite 
neigen sich nur 5 Faille oder 4,16°%, zur sauren 13, d. i. 10,83°%. 

Unser Durchschnittswert fiir das Venenblut liegt etwa bei px 7,32. 
Weil aber der px-Unterschied zwischen venésem und arteriellem Blut 
nach unseren Messungen durchschnittlich 0,02 betragt, ist die Norm 
fiir das Arterienblut ungefahr px 7,34, also etwas niedriger als der meist 
angegebene Normalwert von pu = 7,36. Daraus wiirde folgen, dap dic 
Technik unserer Untersuchungen eher zu niedrige als zu hohe Resultate 
gibt, was nicht ohne Bedeutung fiir unsere in den Neoplasmafillen 
erhaltenen Ergebnisse ist. 

Die letzteren sind in Abb. 2a und auBerdem noch einmal besonders 
in Form der py-Verteilung in Abb. 2b dargestellt. Aus diesen Tafeln 
folgt, daB wir von 97 Fallen, in denen wir mit Sicherheit die Anwesenheit 
eines Neoplasmas feststellten, bei 93, also in 95,8°% der Faille, eine 
Alkalose feststellten, d.h. einen iiber 7,36 hinausgehenden py-Wert. 
Nur 6,1°% der Fille lieferten Werte unter px 7,37 und in keinem Falle 
wurde unsere Durchschnittsnorm, d.i. px 7,32, erreicht. Den 4,16°%, 
Nichtneoplasmafillen, die einen héheren pu-Wert als 7,35 zeigen. 


16* 
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stehen also 6,1° Neoplasmafille gegeniiber, deren py niedriger ist 
als 7,36. 


Unter diesen begegnen wir zwei Fallen von Pankreaskrebs mit weit 
vorgeschrittener Gelbsucht. Der eine war durch luetische Veranderungen 
der Aorta und vor allem durch schwere Zuckerkrankheit kompliziert, was 
auf den Blut-py nicht ohne EinfluB gewesen sein kann. Zwei andere Fille 
waren Cervixcarcinome des Uterus mit Metastasen und weit fortgeschrittene1 
Cachexie. Wir werden weiter unten zeigen, daB weder Ikterus noch Cachexie 
oder Metastasen das Entstehen einer Alkalose verhindern. Es miissen also 
andere Griinde fiir das Nichtauftreten der Alkalose vorliegen. Dagegen 
scheint es méglich, daB carcinomatése Erkrankungen des Pankreas auf den 
pu-Wert erniedrigend einwirken. 
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Abb 2a. py (38° C) des Venenblutes. 
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Abb. 2b. py-Verteilung des Venenblutes bei Neoplasmen. 


In Anbetracht der Méglichkeit technischer Fehler méchten wir al= 
beweisend fiir diagnostische und praktische Zwecke erst Werte von 
pu 7,38 aufwarts ansehen. 

Auffallend ist die Tatsache, daB wir bei Leukimie stets Alkalose 
fanden. Wir wollen hier nicht zur Diskussion stellen ob die Alkalose 
der Ausdruck des Neoplasmacharakters dieses Krankheitsprozesses ist. 
jedenfalls scheint sie das Vorkommen einander sehr nahestehende: 
Elemente in beiden Krankheiten anzuzeigen. 

Dagegen zeigten bei Lymphogranulomatose kaum 60% der Faille 
eine Alkalose. Wegen der unzweifelhaften Verschiedenheit der Grund 
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ursachen dieses Leidens und ihrer ungeklarten Pathogenese kann 
dies nicht wundernehmen. 

Die Ausscheidung der als ,,unsicher’ bezeichneten Falle war 
deshalb notwendig, weil uns sichere klinische Unterlagen entweder fiir 
die Existenz eines Neoplasmas oder fiir seine Bésartigkeit fehlten, wenn 
auch das Vorkommen des Tumors sogar mehr oder weniger sicher war. 
In den Fallen, wo kein Exitus eintrat und so die makro- oder mikro- 
skopische Autopsie unméglich war, verfolgten wir das weitere Schicksal 
der Kranken und verschoben je nach seinem Verlauf einige Male Faille 
aus der Gruppe der Unsicheren zu den Sicheren. 

Z. B. fanden wir bei einem 22jahrigen Kranken, bei dem auf Grund 
der Roéntgenuntersuchung die Diagnose Polyposis ventriculi sanguinans 
gestellt worden war, eine betrachtliche Alkalose. Bei einer iiber 1 Jahr 
spiter vorgenommenen Operation ergab sich, unserem Blutbefund ent 
sprechend, ein inoperables Carcinom. In ahnlicher Weise wurde in zwei 
anderen Fallen, bei denen zunachst andere Diagnosen gestellt worden 
waren, das von uns auf Grund der gefundenen Alkalose angenommene Vor- 
liegen eines Tumors durch die spaiter vorgenommene Operation bestatigt. 

Als Beispiel fiir die groBen diagnostischen Schwierigkeiten, auf die man 
unter Umstanden st68t, kann der von uns seit 3 Jahren beobachtete Fal| 
eines Kranken dienen, der wegen eines Magentumors operiert wurde, wobei 
die histologische Untersuchung ein Sarkom erwies. Die sowohl vor wie auch 
nach dem operativen Eingriff wiederholt ausgefiihrte Blutuntersuchung 
zeigte keine Alkalose. In diesem Falle spricht also die histologische Unter- 
suchung fiir Sarkom, wahrend andererseits der gute Zustand des Kranken, 
das Fehlen jeder Art von Metastasenerscheinungen im Laufe von 3 Jahren 
nach dem Eingriff, nicht mit der der Annahme eines bésartigen vereinbar 
erscheint. 

Wenn wir nun die ungiinstigste Annahme machen, namlich dab 
alle unsicheren Faille, in denen wir Alkalose feststellten, keine Neoplasma- 
falle waren und daB der eine Fall, in dem wir einen normalen pu-Wert 
finden, ein Neoplasmafall war, so finden wir, daB auf 124 Nichttumor- 
fille nur 8 Faille mit Alkalose treffen, und daB von den Tumorfillen 
nur 4,1° einen normalen py-Wert aufweisen. 


Alkalose und andere klinische Faktoren. 


1. Die gréBte Anzahl der Faille, namlich 59 von allen 97 unter- 
suchten Tumorfillen, kommt auf das Alter zwischen 40 bis 50 Jahren. 

2. Soweit es sich anamnestisch feststellen laBt, besteht die Alkalose 
schon im friihesten Abschnitt, namlich schon in der zweiten Woche des 
Krankheitsprozesses. 

3. Senkungsgeschwindigkeit (Westergreen). Beim Vergleich des px 
mit der Senkungsgeschwindigkeit (Tabelle 1) sehen wir, daB die Tumor- 
krankheit fast immer von einer vermehrten Senkungsgeschwindigkeit 
der Blutkérperchen begleitet ist. Die Senkungsgeschwindigkeit hat 
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jedoch keinen spezifischen diagnostischen Wert, da sie auch bei eine: 
ganzen Reihe anderer Krankheitsprozesse auftritt. Wie der letzte Fal! 
der Tabelle I zeigt, kommt es auch vor, da8 das Blut alkalisch (py 7,42 
und die Senkungsgeschwindigkeit normal (6,75) ist. 


Tabelle 1. py des Venenblutes und Senkungsgeschwindigkeit. 





ee = Senkungs- 
pe meet Beg Klinische Diagnose Pu (38°) geschwindig 
keit 

Joz. Jaso, Car. ventriculi 7,51 17,5 

iiber 50 J., 9 
Sal. Buez, Tumor intraperitonealis. Metast. in 7,49 42.5 
61 J., Q cavo Douglasi 
Jan. Jap, Neoplasma ventriculi 7,46 89,8 
65 J., fos 

Chaj Blum, Neoplasina pancreatis 7,44 53,3 
65 J., 2 

Aniel. Woju, Tumor candae pancreatis 7,44 97 
70°3., 
Kat. Saj., Ca. mammae 7,40 13,5 
65: J., 9 

Stan. Peez., Neoplasma ventriculi (prob. sarc.) 7,40 48,0 
27 5., of 

Piotr Kub., Neoplasma lobi medii pulm. dextr. 7,39 45,0 
74 J., of 

Stan. Chol., | Ieterus mech. compl. susp. L. ca. cystis, 7,38 77,5 
59 J., o feleae aepopillae Vateri 

Stan. Krys., Ca. ventr. ¢. metast. 7,38 28,3 
45 J, 9 

Anna Zelen, Tumor cerebri susp. 7,37 11,0 

iiber 65 J., 9 . 

Tema Fisz., Car. ves. felleae 7,42 6,8 


iiber 45 J., Q 


4. EKinfluB der Beseitigung des Tumors auf dem operativem Wege 
oder durch Bestrahlung auf die Alkalose. 

Auf Abb. 3 haben wir die Tumorfalle vor und nach der Operation 
zusammengestellt. Wir sehen, daf dort, wo der Tumor radikal entfernt 
wurde, der pu-Wert des Blutes stark abnahm und in den meisten Fallen 
auf die Norm zuriickging. Bei nicht radikaler Entfernung des Tumors 
ist das pu unverandert. 


Hinsichtlich der Veranderungen des Blut-px bei Réntgenbestrahlung 
liegen widersprechende Angaben in der Literatur vor. Der Grund 
hierfiir ist derselbe wie oben angegeben. Zahlreiche Arbeiten ergeben 
eine pxa-Erniedrigung unter Einflu8 der Réntgenstrahlen [Anna Gold 
feder (5), Hirsch und Petersen (6), Konvich und Scheller (7)]. Cluzet, 
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Hoffmann (8) und Reding fanden dagegen keine Veranderungen. Unsere 
Untersuchung zeigte eine ziemliche Senkung des Blut-py nach Réntgen- 
bestrahlung. 
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\bb. 38. des Venenblutes vor und nach der Operation sowie nach Réntgenbestrahlung 


Folgerungen. 

Die Alkalose ist eine die Neoplasmakrankheiten fast standig 
begleitende Erscheinung. Mit nur wenigen Ausnahmen tritt sie bei 
keinem anderen akuten oder chronischen Leiden, keiner Infektions- 
krankheit oder Stoffwechselstérung auf. In keinem einzigen Neoplasma- 
fall stellten wir Azidose fest, es wurde auch nie der pxy-Wert unserer 
Norm erreicht. 

Die Alkalose ist nicht der Ausdruck der Anlage oder der Krebs- 
bereitschaft im Sinne Redings, da sie nach radikaler Beseitigung des 
Tumors verschwindet und vorhanden bleibt, wenn die Entfernung nicht 
radikal war. Es ist wahrscheinlicher, daB die Neoplasmenalkalose der 
Ausdruck der Anwesenheit des Tumors ist und es scheint, da} sie mit 
dem Stoffwechsel des Tumors verkniipft ist. Weder Zeitdauer noch 
Ausdehnung der Metastasen, noch Alter oder Kachexie, noch endlich 
die Bésartigkeit des Verlaufs hat EinfluB auf die Alkalose. 

Welcher Art auch die Beziehung zwischen Tumorleiden und Alkalose 
ist, es unterliegt keinem Zweifel, daB sich ahnliche Erscheinungen auch 
bei Leukamie finden. Neben der Alkalose ist die vermehrte Senkungs- 
geschwindigkeit eine standige Begleiterscheinung der Tumoren. Wahrend 
aber die Alkalose spezifisch fiir Neoplasmen ist, tritt die Senkungs- 
geschwindigkeit bei einer ganzen Reihe anderer akuter und chronischer 
Leiden auf. Es scheint nicht wahrscheinlich, daB diese beiden Erschei- 
nungen mit einer gemeinsamen Ursache im Zusammenhang stehen, 
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z. B. mit einer Veranderung des isoelektrischen Punktes im Sinne vor 
Vles und Coulon, oder mit einer Verschiebung der Dispersion zu de) 
Globulinen. Auf jeden Fall geniigt das Auftreten dieser Veranderunge: 
in der Kolloidstruktur allein nicht zur Erklarung der Alkalose. 

Die Tumoralkalose ist keine Gasalkalose. Sie wird von keine: 
Stérungen im Atemzentrum begleitet. Deshalb miBte man annehmen 
daB sie auf Grund von Veranderungen in den festen Basen entsteht 
vielleicht in den EiweiBen, wie Sannié (9) annimmt, vielleicht im Blut 
farbstoff, dem Hauptregulator des Anionenaustausches nach van Slyke 
Dafiir sprache die von einem von uns friiher angegebene Beobachtung 
daB die roten Blutkérperchen bei Tumorkranken mehr Kalium enthalten 

Neben der Alkalose des Gesamtblutes ist die Alkalose des echten 
Plasmas (true plasma) eine ebenso standige Erscheinung. Der Unte1 
schied zwischen dem px des Blutes und dem px des Plasmas ist iibe: 
haupt bei Tumoren kleiner als bei normalen py-Werten. 

Vom diagnostisch-praktischen Standpunkt aus legt jede Alkalose 
iiber pu 7,379 eine Tumordiagnose nahe, und zwar mit einer Wahrschein- 
lichkeit von 90°: ein Befund unter px 7,36 schlieBt einen Tumor mit 
95°, Wahrscheinlichkeit aus. 

Die pu-Messung im Serum gibt keine so scharfe Abgrenzung wie 
die in der gesamten Blutmenge. 


Literatur. 


1) Reding u. Slosse, Bull. Acad. Med. Belg. 7, 405, 1927. — 2) R. Wil 
heimu. K. Stern, Die Wege und Ergebnisse chemischer Krebsforschung. 
3) A. Oszacki, Bulletin de VAcademie Polonaise, Cracovie 1930. 
4) A. Oszacki, J. Rose u. S. Jakus, ebenda, Cracovie 1932. —- 5) Goldfeder. 
Zeitschr. f. Krebsforsch. 32, 1933. 6) Hirsch u. Petersen, J. amer. med 
Assoc. 80, 1505, 1923. —- 7) Konvich u. Scheller, Strahlentherap. 18, 263 
1924. 8) Cluset u. Hoffmann, C. vr. Soc. Biol. Paris 91, 946, 1924. 
9) Savinié u. Peyre, Bull. Assoc. frane. Etud. Cane. 15, 1926. 











vor 
dey 
ive! 


Ine) 


ne} 
eht 
slut 
yke 
ing 
ten 
ten 
tel 
ber 


lose 
eln- 
mit 


wie 


if r, 
ed 


63 

















Kine neue Methode zur Trennung der Aminosauren. 
Von 
St. J. von Przylecki und K. Kasprzyk. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat J. Pitsudski, 
Warschau.) 


(Eingegangen am 11. November 1936.) 


AuBer der klassischen Methode FE. Fischers werden heute meistens 
drei Methoden zur Trennung der Aminosaduren angewandt. Die erste 
beruht auf der Abtrennung der basischen Aminosaduren durch Phosphor- 
wolframsaure und Ausfallung der sauren Aminosaduren im Filtrat durch 
eine alkoholische Lésung von Calciumchlorid (1). Die zweite Methode 
beruht auf der fraktionierten Extraktion der Aminosauren durch 
Butanol (2). Die dritte Methode von Schmidt (3) bedient sich der ver- 
schiedenen Wanderung der einzelnen Aminosauren im elektrischen Felde 
bei pu-Anderung. 

Verschiedene Momente, besonders der gegenseitige EinfluB einzelne 
Aminosiuren auf deren Léslichkeit, erschweren sehr die Trennung. 
Besonders schwierig ist die quantitative Trennung der sauren Amino- 
sauren und die Bestimmung der Menge der Amide neben den sauren 
Aminosauren. 

Uber die erwahnten Methoden schreibt Cohn (4): ,,Die Methoden sind 
noch nicht so ausgearbeitet, daf sie quantitative Analysen des EiweiBes 
gestatten. Die Methoden fiir die basischen Aminosauren sind vielleicht 
die befriedigendsten, die wir besitzen. Wenn jedoch die Bedingungen 
nicht sorgfaltig eingehalten werden, so k6énnen neutrale Saéuren wie 
Prolin und Phenylalanin durch Phosphorwolframsaure gefallt werden. 
wihrend die basischen Verbindungen eine bestimmte Léslichkeit in diesem 
Reagens besitzen.* 

, Der geladene Zustand der Aminosiéuren und ihrer Salze scheint in 
gewissem Umfang ihre Trennung zu komplizieren und die Verwirklichung 
quantitativer Ergebnisse zu erschweren“. 

Wie aus diesem Zitat ersichtlich ist, ist besonders die quantitative 
Bestimmung der sauren Aminosaéuren sehr fehlerhaft. In einigen 
Fallen, z. B. beim Casein oder Edestin, wird deren Anteil entschieden zu 
hoch angegeben. Eine Methode zur Trennung und quantitativer Be- 
stimmung der Amide neben den sauren Aminosduren im Proteinteilchen 
fehlt ganzlich. 

In dieser Arbeit wird eine solche Trennung versucht. Die benutzte 
Methode ist die Grundlage fiir weitere Untersuchungen; sie soll die 
[rennung der basischen, neutralen und sauren Aminosauren sowie ihret 
Amide erméglichen. Die Trennung und Reinigung der einzelnen Bestand - 
teile dieser Gruppen soll dagegen nach den bisher ausgearbeiteten 
Methoden erfolgen. 
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Beschreibung der neuen Methode. 

Durch unsere friihere Untersuchung (5) wurde nachgewiesen, dal 
die Aminosaéuren der Proteine nach ihrer Léslichkeit in Fettséiuren in 
drei Haupttypen eingeteilt werden kénnen: Die erste Gruppe, die aus- 
schlieBlich aus basischen Aminosauren besteht, lést sich gut in wasser- 
freien Fettséuren. Daneben lésen sich in diesen Lésungsmitteln nu 
yeringe Mengen von Leucinen. Die zweite Gruppe bilden die neutralen 
Aminoséuren, zu denen auch Amide wie Asparagin und Glutamin 
gehéren. Diese Aminoséuren lésen sich gut in Fettsiuren, die 0,2 bis 
5°, Wasser enthalten. Eine Ausnahme bildet das Tyrosin und das 
Cystin, die unléslich sind. Die dritte Gruppe bilden die Aminosauren, 
die sowohl in wassertreien als auch in 1 bis 2°4 Wasser enthaltenden 
Fettsaéuren unléslich sind. Es sind dies Asparaginsdure, Glutaminsaure 
Oxyglutaminséure, Tyrosin und Cystin. 

Somit ergibt sich folgende Ubersicht.der Léslichkeit der freien, 
reinen Aminosauren : 





? . ‘ Jnléslich in wasserfreie: 
Léslich in wasserfreien Unldsli : 


Key abe Lislich in 99,0 bis 99,5 9/oiger Fettsiuren 
i Fee —a—- =" und in 0,0 bis 99,5 oiger 
1. Arginin 1. Glycin, 2. Alanin, 3. c-Amino- 1. Asparaginsaure 
2. Histidin buttersaure, 4. Valin, 5.—7. Leu- 2. Glutaminsiure 
3. Lysin cine, 8. Phenylalanin, 9. Prolin, 3. Oxyglutaminsiure 
4. Geringe Mengen 10. Oxyprolin, 11. Serin, 12. Oxy- | 4. Tyrosin 
von Leucinen a-amino-buttersiure, 13. Aspara- | 5. Cystin 


gin, 14. Glutamin 


Die mit den isolierten einzelnen Aminosiuren erhaltenen Er- 
gebnisse beweisen, daB durch die Anwendung einer aufeinander- 
folgenden Extraktion eines Aminosiurengemisches mit den er- 
wihnten Lésungsmitteln eine weitgehende Trennung in die viet 
Hauptgruppen méglich ist. 


Es soll zunachst die Methode beschrieben und sollen einige Versuche 
mit Mischungen von Aminosiuren, die die Zuverlassigkeit der Methode 
bestatigen, mitgeteilt werden. 


Herstellung der Mischungen. 


Abgewogene Mengen der einzelnen Aminosiuren wurden gemischt. 
aufgelést, im Trockenschrank vollstindig getrocknet, fein zerrieben und 
quantitativ in einen Erlenmeyer-Kolben iiberfiihrt. Meistens wurden je 
0,2 ¢ jeder Aminoséure verwendet. Die Mischung wurde mit 20, 50 ode1 
100 cem Fettsaéure geschiittelt und 12 bis 24 Stunden stehengelassen. 
Dann wurde abfiltriert, der Erlenmeyer-Kolben und das Filter gewaschen 
und die in die Fettséure iibergegangenen Aminosauren entweder mit Ather 
ausgefallt oder die Fettsiure im Vakuum abdestilliert. 
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Die basischen Aminosauren liegen dann in Form ihrer fettsaueren Salze 
vor. Der Riickstand wird bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ge- 


wogen. Dann wird 98- bis 99° ige Essigsiure zugesetzt und das Verfahren 
wiederholt. In allen Fraktionen wird der Stickstoff bestimmt. 


Ergebnisse. 

I. Bei der Trennung untersuchten wir zunachst die Léslichkeit der 
basischen Aminoséuren sowie die Bedingungen, unter welchen diese 
ohne gleichzeitige Lésung der anderen Aminosaéuren quantitativ ge- 
lost werden. 

Besondere Beachtung verdient die Léslichkeit der Leucine. Es 
wurden zunichst Versuche mit Mischungen aus einer basischen mit 
einer oder zwei neutralen Aminoséuren ausgefiihrt. Die Mischungen 
wurden mit wasserfreier Butter- oder Kapronsadure geschiittelt. Die 
Trennung war quantitativ, mit Ausnahme der Leucine; diese verhalten 
sich von Fall zu Fall verschieden: In manchen Versuchen blieben sie 
quantitativ im Niederschlag, in anderen Fallen gingen etwa 10 bis 20°, 
des Leucins in Lésung (Tabelle 1). 


Tabelle I. 





An- Un- 9 N im ee 

Angewandte Aminosdure Gewicht gewandte  gelist Un- ye a 

e Fettsdure . gelisten prec s 

: fo { 02+ 0,2 Butter- 0,203) 188 + 5 

‘ io > . . . . . } ’ : , - 
1. Glycin + Arginin | 0,2 + 0,2 — saure 0,202 | 18,7 + 1,0 
. . 0.2 +02 Dasselbe 0,160) 11,1 — 19,5 
2 ; Fo ae 

2. Leucin + Arginin 1 02402 2 0201| 108 4 05 
; , eee { 0,2 + 0,2 is 0,207) 11,05 + 3,5 
3. Leucin + Histidin 1 02402 7 0.201 10.9 4+ 05 
, ees -». { 0,4+-0,2 Capron- 0,384 | 10,75 4,0 

4. Leucin + Arginin + Histidin 1 499 siure | 0.379! 11.2 52 
ae Ara { 04+ 0,2 Dasselbe 0,394 18,65 1,5 
9. Glycin + Arginin | 0,4 + 0,2 7 0,386 18,7 3.5 
‘ ; : 0.2 + 0,2 . 0.203; 10,9 + 1,5 
6. Leucin + Lysin | 02402 : 0.201 108  O5 
a ¥ . ie {/0,2+0,2 Butter- 0,205 10.8 + 2.5 
7. Oxyprolin + Arginin | 02+02 saure 0.202 10.7 + 0,5 

. +s { 02+ 0,2 Dasselbe 0.200 10,6 0) 

8. Asparagin + Arginin - - - \ 0,2 + 0,2 ss 0,199 10,55 — 05 

9. Asparaginsiiure + Asparagin { 0,2+0,4 Capron- 0,594 — 10,7 0,75 
+ Arginin + 0,2 saure 0,584 10,7 — 2.0 


Auch bei Versuchen mit einer Mischung von basischen und sauren 
Aminosauren wurde die quantitative Trennung der beiden Bestandteile 
erreicht (Tabelle I). 
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Lie Versuche beweisen, dap bei Ausnutzung der verschiedenen Loslich- 
keit in wasserfreien Fettsduren die basischen Aminosduren vollstdindig 
von den anderen Aminosduren in Gemischen getrennt werden kinnen. 
Kine Ausnahme bilden hinsichtlich der quantitativen Verhaltnisse die 
Leucine. Leider konnten wir noch nicht das Verhalten des Citrullins 
und des Ornithins ermitteln. Das Oxylysin verhalt sich wie das Lysin. 
Wir machen darauf aufmerksam, daB die basischen Aminosaduren nut 
dann in Fettsduren Jéslich sind, wenn sie entweder als freie Basen ode 
als Salze schwacher Saéuren, z. B. als Carbonate, Acetate, vorliegen. 
Chloride und Sulfate sind unléslich, sie miissen zuerst in Basen iiber- 
gefiihrt werden. Dies laBt sich schon durch Neutralisation der anorgani- 
schen Anionen mit Lauge erreichen (so z. B. durch Zusatz einer 60 %igen 
Natronlauge zum Lysinchlorhydrat oder gesattigter Na,C O,-Lésung bei 
0° oder — 2° und Trocknen der Lésung). 


Tabelle II. 
Die Mischungen enthalten je 0,2 g der angegebenen Aminosaéuren. Lésungs- 
mittel Essigsaéure. 








ae Differenz 

Ponntate Gemische Vegeta Unvelbsten yt han 

g gewichts 
; : 0,2 9,9 3,0 
1. Glycin + Glutaminsaure ---- - a. 10.0 ; ~¢4 
9 _ a j 0,193 ~ 10.5 3,5 
2. Arginin + Asparaginsaure 0199 10.9 _ OF 
‘ er 2 7 0,5 
3. Glycin + Asparaginsaure- - - - - pred mi vs 1 . 
oe 207 . ; + 3,5 
4. Asparagin + Asparaginsiure soe ! prot oy ; “ 
‘ ; , ae | 0,203 9,6 + 1.5 
5. Oxyprolin -+ Glutaminsiiure- - + - 0202 98 410 
i _ 2 7,8 0,5 
H. Tyrosin + Arginin- ae 8° = 9 rd 
bes a ‘ 0,202 7,9 + 1, 
7. Tyrosin-+ Glyecin + + + + + += 0.200 : g : ) 
0,195 B' — 2,5 
&. Cystin + Glyein - seen 7 : —O5 
: ; 2 0,0 0.5 
9. Glycin + Leucin + Asparaginsaure a oe ind 1 rs 
; i j eee : 406 9 0 

10. Cystin + Tyrosin + Histidin + Lysin hee h 1 rs : of 


[I. Bei der Trennung der neutralen von den sauren Aminosauren 
ergab sich aus einer Anzahl von Versuchen (Tabelle II), daB auch die 
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Amide in 98- bis 99,5 °%iger Essigsiure gelést werden. Nur die sauren 
Aminoséuren, das Tyrosin und das Cystin, bleiben ganzlich ungelést. 

111. Bei der weiteren Trennung der neutralen Aminosauren von 
den Amiden wurden die Amide in saure Aminosauren iibergefiihrt. Die 
Mischung, die neutralen Aminosduren und Amide, z. B. Asparagin, 
enthielt, wurde in Salzsdure gelést, 2 bis 4 Stunden hydrolysiert, mit 
Natronlauge auf py 3 bis 4 gebracht, getrocknet und in Essigsaure gelést. 
Dabei lésten sich die neutralen Aminosaéuren vollstandig; im Riickstand 
blieb auBer Kochsalz nur die entstandene Asparaginsdure. Die Ausbeute 
an dieser Aminosiéure entsprach dem zugesetzten Asparagin (Tabelle ITI). 


Tabelle III. 





Der Riickstand enthalt 
saure Aminosiuren in g 


Benutzte Gemische 
1. 0,2 g Asparagin mit HCl hydrolysiert, auf »43 gebracht, 
getrocknet in Essigsiure suspendiert ........ 0,208 0.195 
2. 0,2¢ Glycin+0,2g Asparagin in Essigsiure geldst, 
mit Ather quantitativ ausgefallt, der Riickstand wie 
OG I oo Ou a Gate ies 6) %, nd ees Dk ee 0,201 0,203 


3. 0,2g¢ Glycin+ 0,2 g Asparagin in Wasser gelist, ge- 


trocknet und wie Nr. 1 behandelt . 0,294 
4. 0.2¢ Glycin + 0,2 g Asparagin + 0,2 g Asparaginsaure 
+ 0,2 g Glutaminsiure + 50 ccm Kssigsiure. Der 
Riickstand wurde abgetrennt. Er wog a) 0,397 ¢ und 
b) 0,407 g. Das Filtrat wurde wie Nr. 1 behandelt . . 0,205 0,198 


Somit konnte durch die Anwendung der fraktionierten Auflésung 
der Amide und sauren Aminosauren und darauffolgende Uberfiihrung 
der Amide in saure Aminosauren die Menge der Amide in der Mischung 
quantitativ bestimmt werden. 

IV. Zur Trennung der sauren Aminosduren von Tyrosin und 
Cystin, die zusammen im Niederschlag bleiben, wurde die verschiedene 
Léslichkeit im Wasser von px 5 bis 6 benutzt (Tabelle LV). 

Nachdem alle anderen Aminosaéuren durch Lésung in Essigsiure 
abgetrennt worden waren, wurde der Niederschlag in méglichst wenig 
NaOH gelést. Der pxy-Wert der Lésung muB zwischen 5,0 und 6.0 
liegen. In 20 cem lésen sich dabei mehr als 2 bis 3g saurer Amino- 
séuren, wahrend von Tyrosin nur etwa 10mg und von Cystin 0,1 g 
gelést werden. Somit gehen von den vier Aminosdéuren nur drei in 
Lésung, von der vierten nur Spuren. Zur Trennung von Cystin wurde 
die Lésung abgedampft und der Niederschlag in Essigséure, welche 
20 Gewichtsprozent Na-Acetat enthalt, gelést. Im Niederschlag bleibt 
das gesamte Cystin, in der Lésung nur geringe Reste von Tyrosin und 
alle sauren Aminosduren. 
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Tabelle IV. 


0,2 g Asparaginsiure + 0,2 g Tyrosin + 0,2g Cystin durch 20cem NaOH 
auf po6 gebracht 





eee 
er a 
Rickstand Lésung getrocknet 
0,192 ¢ Tyrosin +. Kssigsaure + Na-Acetat 
Riickstand Lésung 
10,193 g¢ Cystin 0,207 g Asparaginsiiure 
(aus N berechnet) 
Tabelle V. 
3 Glycin + Leucin + Arginin + Asparaginsaure + Glutaminsiure, 


je 0.2 ¢ 1,0 g + Buttersiure 


RKiickstand Lésung 
0,750 g 0,250 g¢ 


(Es fehlen 50 mg 49% der Leucine.) 
+ C,H,O, 
Riickstand Losung 
0,390 ¢ . 0,36 g 


(Ks fehlen 10mg = 2,5°% der anwesenden sauren Aminosiiuren.) 


2. Glycin + Leucin + Arginin + Asparaginsiure + Glutaminsaure + Histidin |, 
je 02¢ 1,2 ¢g + Buttersaure 


Riickstand 0,785 g 
(Ks fehlen 15mg Leucin 10%) 
+ Essigsiure 


Y 
Niederschlag 0,442 g.° 
Davon etwa 50mg NaCl. 


a 





3. Glycin + Leucin + Oxyprolin + Asparagin 
8 





+ Asparaginsiiure + Glutaminsiure + Cystin + Tyrosin 
Y 
+ Lysin ? + Arginin + Histidin ? 
je 0,2g. Davon 0,6 g basische (vy) + 0,8 neutrale (a) in Kssigsiure losliche 
Aminosaure. 
Summe 2,2 g + Buttersiure 
Leen Cia 
Riickstand Filtrat 
a) 1,576 | 


b) 1,677, * +? 





+ Essigsaure 


Riickstand Filtrat abgedampft 
a) 0,889 a) 0,665 (es feblen 135 mg) 
b) 0,903 b) 0,822 (mehr 22 mg) 


' Histidin-HCl + NaOH. — ® Lysin-HCl + NaOH. 
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V. Nachdem das Verhalten der einzelnen Aminosiuren in ver- 
schiedenen Mischungen bestimmt worden war, machten wir Versuche 
mit Mischungen von ahnlicher Zusammensetzung, wie sie in Proteinen 
zu finden sind. Es wurden Mischungen aus fiinf bzw. elf Aminosauren 
verwendet, darunter fiinf Monoaminomonocarbonsaéuren, ein Amid, 
zwei saure und drei basische Aminosiuren. Die Mischung wurde in 
Wasser gelést, getrocknet und gut zerrieben. Das feine Pulver (2,2 g) 
wurde mit 100ccm Butterséure geschiittelt. Der Riickstand wog 
1.577 g, waihrend er theoretisch 1,600 g wiegen sollte. Die Differenz 
von 23mg entspricht wahrscheinlich dem mitgelésten Leucin. Der 
Niederschlag wurde dann mit 99,5°%iger Essigsiure geschiittelt. Es 
vingen 0,562 bzw. 0,822 g in Lésung, theoretisch 0,8 g. In einem Falle 
ying das ganze Leucin in die Buttersdiure iiber, in dem zweiten blieb 
es vollstandig ungelést. 

Der in Essigsiure ungeléste Teil entsprach der Menge der vier 
unléslichen Aminosiéuren zuziiglich einer geringen Menge von Kochsalz, 
die durch die Uberfiithrung des Lysinchlorhydrats in die freie Base 
entstand (Tabelle V). 


Anwendung der Methode bei der Analyse der Proteine. 

Die Ergebnisse beweisen, daB die von uns ausgearbeitete Methode 
zur Bestimmung der Aminoséuren in Proteinen gut angewandt werden 
kann. Unbedingt erforderlich ist dabei, 1. daB die Mischung der Amino- 
sduren wasserfrei ist, 2. dab die basischen Aminoséuren in Form von 
freien Basen vorliegen. Wir scblagen somit den folgenden Weg der 
Analyse vor. 

1. Hydrolyse der Proteine. a) Hydrolyse durch anorganische Katalysa- 
toren wie gewohnlich. Entfernung des Uberschusses von Base oder Saure, 
dann vollstandiges Trocknen bei niedriger Temperatur. b) Enzymatische 
Hydrolyse. Das elektrodialysierte Protein wird bei py 7,5 durch Papain oder 
bei pu 8,5 durch Trypsin (durch Carbonat alkalisiert) verdaut, dann durch 
die Peptidasen bis zu freien Aminosauren zerlegt. Im letzten Falle sind die 
Aminosiuren in einem Zustand, in dem sie nach dem Trocknen direkt zur 
Analyse verwendet werden kénnen. 

2. Fraktionierung der Aminosduren aus ihrem Gemisch. Das abgewogene 
getrocknete, vollstandig verdaute Protein wird mit einer bestimmten Menge 
von wasserfreier Propion-, Butter- oder Capronsiure im Erlenmeyer- 
Kolben geschiittelt. Auf 1 bis 2g des Aminosiuregemisches geniigen 
25 ecem Saure. Nach 24 Stunden wird abfiltriert bzw. zentrifugiert und das 
Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Niederschlag enthalt Salze 
der basischen Aminosiuren und etwas Leucine in freiem Zustand. Der 
Riickstand wird in 100 cem 99- bis 99,5 °,iger Essigséure gelést. Die Loésung 
enthalt alle neutralen Aminoséuren, auBer den verlorengegangenen Mengen 
von Leucinen und aufBer Tyrosin und Cystin, die vollstandig in dieser 
Fraktion fehlen (Schwefel- und Tyrosinreaktion negativ). Die Fraktion 
enthalt ferner alle Amide; diese werden durch Hydrolyse mit 5 °jiger Salz- 
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siure in die entsprechende Saéuren verwandelt. Man bringt danach aut 
Pu 3, trocknet im Vakuum oder bei 100° und trennt die entstandenen 
Saiuren durch Auflésen der anderen Bestandteile in Essigsiure ab. Die 
letzte Fraktion, die in Essigséure unléslich ist, wird dureh Auflésen in 
20 cem Natronlauge von Tyrosin bei py 6 befreit, welches ungelést bleibt. 
Das Filtrat wird getrocknet und in 20 bis 30 cem Essigsiure, welche 20°, 
Na-Acetat enthalt, gelést. In Lésung gehen nur die sauren Aminosaéuren, 
der Riickstand enthalt das Cystin. 

Dieser Trennungsgang ist in folgendem Schema iibersichtlich dar 
gestellt. 

1 bis 2g Aminosiiuremischung 

+ 100ccem Propion- oder Buttersiure 


Filtrat Rickstand 
v + 100cem 99 bis 99,5°,iger Essigsiure 
Arginin er oe ee es 
Histidin Filtrat Rickstand 
Lysin | alle Monoaminomonocarbon- { alle sauren Aminosauren, 
verschiedene siuren auSer Tyrosin und \ Cystin und Tyrosin 
Mengen von | Cystin und alle Amide - + 20cem H,O + NaOH bis 
Leuein Kssigsiure verdampft -+- 50 cem pu 6 
5 %iger HCl, Hydrolyse 4 Std. oa 
auf py3 gebracht, getrocknet, Filtrat, Riickstand, 
in Essigsiure geldst saure Amino- Tyrosin 
me ) saure, Cystin, 
Filtrat, Rickstand, etwas ‘l'yrosin 
alle anderen entstandene + 25 bis 50cem KEssigsaure 
Bestandteile saure + Na-Acetat 
auber Amide Aminosauren a big: 
Filtrat, Rickstand, 
alle sauren Cystin 
Aminosauren 


Obgleich die Methode zwei Schwachen aufzuweisen hat, namlich 1. das 
Ubergehen wechselnder Mengen von Leucinen in die Fraktion der basischen 
Aminoséuren und 2. die nicht vollstandige quantitative Trennung des 
Tyrosins, so glauben wir doch, daB sie gute Dienste leisten kann bei de: 
Bestimmung erstens der Amide, die ganz von den sauren Aminosiéuren 
abgetrennt und nach der Hydrolyse in reinem Zustande als entsprechende 
Sauren neben anderen Aminosiéuren bestimmt werden kénnen, und 
zweitens der sauren Aminosiéuren, die von Tyrosin und Cystin weitgehend 
trennbar sind. 
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Uber den Farbwert saurer Haimatinlésungen. 
Von 
Georg Barkan und Juta Olesk. 
(Unter Mitarbeit von Harriet Kurvits-Schnee.) 
{Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Tartu (Dorpat), 
Estland. | 


(Eingegangen am 22. November 1936.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Eine friihere Mitteilung (1) befaBte sich mit den Unterschieden im 
optischen Verhalten saurer ,,Hamatinlésungen* aus O,Hb- und COHb- 
Blut. Es ergab sich, daB die dunklere Farbe der CO-Ansatze auf Unter- 
schieden im Dispersitétsgrad beruht. Schon damals wurde unter 
anderem darauf hingewiesen, daB auch an normalem, also O, Hb-Blut, 
sich cha’ akteristische Unterschiede in der Lichtabsorption beobachten 
lassen, wenn man die sauren Hamatinlésungen aus defibriniertem Voll- 
blut mit solchen aus Blutkérperchenaufschwemmungen desselben 
Blutes vergleicht. Hietrbei hatten sich, ahnlich wie bei den Lésungen 
aus O,Hb- und COHb-Blut, gewisse artspezifische Unterschiede beim 
Blut verschiedener Tiere erkennen lassen. Wir haben das optische Ver- 
halten saurer ,,Hamatinlésungen‘’ verschiedener Herkunft unter ver- 
schiedenen Bedingungen weiter untersucht. 

Wie mehrfach betont (1) (2), handelt es sich bei den sauren Lésungen 
des Haimatins nicht um echte Lésungen. Vielmehr wird das an sich 
siureunlésliche Haimatin bei seiner Bildung aus Blutfarbstoff durch 
die Proteinteilchen als Schutzkolloid in Suspension gehalten (3). Es 
ist weiterhin eine alte Erfahrung, daB die Haltbarkeit derartiger Suspen- 
sionen sehr begrenzt ist. Bereits nach 1 bis 2 Tagen wird die Sedimen- 
tation der sauren ,,Hamatinlésungen* deutlich (4). Es ist daher keines- 
wegs verwunderlich, da8 durch Saure unter verschiedenen Bedingungen 
kolloidale Hamatinlésungen verschiedener Dispersitat gebildet werden 
und daB der Dispersitétsgrad auch vom Alter der Lésungen abhangig 
sein wird. 

1. Photometerversuche. 


Untersucht man im Stufenphotometer, beispielsweise an mensch- 
lichem Blut, Blut- und Blutkérperchenlésungen gleicher Konzentration 
in ihrem optischen Verhalten bald nach Saurezusatz und etwa 24 Stunden 
spaiter, so beobachtet man Unterschiede im Verhalten der Lichtdurch- 
lissigkeit. Im folgenden Beispiel (Tabelle 1) sieht man deutlich, daB 
in den verschiedenen Spektralbereichen (Spektralfilter des Pulfrich- 
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avn 


Photometers) zunachst die saure Blutkérperchenlésung stirker absor- 
biert als die Blutlésung. Beim Stehenlassen der Ansatze (Blutverdiinnung 
1:10, HCl 0,4°%) im Brutschrank werden beide Lésungen dunkler. 
Die Nachdunkelung erfolgt aber in verschiedenem AusmaBe. 


Tabelle I*. 
€saure Blutkérperchenlisung 


Esaure Blutlésung 





Spektralfilter 


Blutart und Bestimmungszeit Shee. 2 

Protokoll-Nr. nach Ansatz 72 61 57 53 «| «50 47 
Mensch, etwa 5 Min. £52 | 220.1.4,20 ): 105 } Lis 1,07 

XXV, 134 24 Std. (37°) 1,01 099 1,00 1,90 1,00 | 1,90 


In dem angefiihrten Beispiel ist nach 24 Stunden das Verhalten 
der Lichtdurchlassigkeit in beiden Lésungen gleich. Das Ergebnis 
eines solchen Versuchs kénnte dazu verleiten, den nach 24stiindigem 
Stehen in den einzelnen Spektralbezirken erhaltenen Extinktionswert 
als endgiiltigen und wahren, weil in beiden Fallen iibereinstimmenden, 
Hamatinfarbwert des betreffenden Blutes anzusprechen. Da’ dem 
nicht so ist, geht aber bereits aus der friiheren Mitteilung (1) hervor. 
Dort wurde erwaihnt, daB gerade am menschlichen Blut bei der Unter- 
suchung von sauren Lésungen aus Blut und Blutkérperchen (BI. K.) 
nach 24stiindigem Stehen im Brutschrank ein wechselndes Verhalten 
beobachtet wird. Man findet durchaus nicht stets gleiche Lichtdurch- 
lassigkeiten bei den beiden sauren Lésungen, sondern es zeigt sich gar 
nicht selten eine geringere Lichtextinktion, also gréBere Durchlassigkeit, 
bei der Bl. K.-Lésung. Seltener ist am menschlichen Blut bei dieser 
Versuchsanordnung eine starkere Extinktion der Bl. K.-Lésungen zu 
beobachten (vgl. z. B. Tabelle III). Dies ist aber, wie ebenfalls friiher 
betont (1), mit groBer RegelmaBigkeit beim Rinder- und Pferdeblut der 
Fall. An diesen beiden Blutarten ist namentlich im langwelligen Bereich 
des sichtbaren Spektrums die Extinktion bei den sauren Bl. K.-Lésungen 
stirker als bei den entsprechenden sauren Blutlésungen. Die ebenso 
wie in dem Beispiel am menschlichen Blut bald nach Herstellung der 
Ansitze feststellbare Differenz ist in diesen Fallen also auch nach 
langerem Stehen nicht oder jedenfalls nicht vollstandig ausgeglichen 
[vgl. friihere Mitteilung (1), Tabelle IV]. 


* In Tabelle I bis III ist fiir die verschiedenen Spektralfilter jeweils 
das Verhiltnis der Extinktionskoeffizienten e« der miteinander auf ihre 
Lichtabsorption zu vergleichenden und einander entsprechenden Blut- 
k6érperchen- und Blutlésungen angegeben. «¢ bezieht sich stets auf Lésungen, 
die einer zehnfachen Verdiinnung des Ausgangsblutes entsprechen und 
0,4% HCl enthalten. 
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Wie zu erwarten war, ist es keineswegs gleichgiiltig fiir das optische 

Verhalten, ob die sauren Ansitze in geringerer oder gréBerer Ver- 

diinnung stehengelassen werden. Wie folgende Beispiele (Tabelle 11), 

wieder am menschlichen Blut, zeigen, kommt die starkere Extinktion 

der BI.K.-Ansatze gegeniiber den Blutansitzen beim Stehenlassen in 
gréBerer Verdiinnung wesentlich deutlicher zum Ausdruck. 


Tabelle I. 
€saure Blutkirperchenlésung 
€saure Blutlisung 


beim 24stiindigen Stehenlassen der Ansiétze in verschiedener Verdiinnung 
(bei 37°). 








Bintiet wad Verdinnung Keo! Spektralfilter 
Protokoll-Nr. oe eelibiut 72 | 6 | 47 
Mensch, b< 10 1,02 1,04 1,01 
XXV, 120 1: 50 120} 1,15} 1,01 
1: 100 1,19 1,11 1,04 


Weiterhin ist es, wie wir finden, fiir das optische Verhalten der 
Bl. K.- und der Blutlésungen wesentlich, ob der Saéurezusatz zu den 
Hamolysaten oder unmittelbar zum Blut bzw. zur BI. K.-Suspension 
erfolgt. 
Tabelle III. 
€saure Blutkérperchenlisung 
Esaure Blutlisung 


bei Zusatz der Siure zum Hamolysat (H.) bzw. ohne vorherige Hamolyse 





(o. H.). 

Blutart und eee Spektralfilter 

> ; Zeitpunkt der Bes g — — —— 
Protokoll-Nr. eitpun er Bestimmun ‘- o ea 
Mensch, etwa 27 Std. ji) H. 1,10 1,06 1,02 
XXV, 114 (37°) |. o H. 1,97 1,37 1,17 
Rind, etwa 15 Std. { H. 1,10 1,04 1,03 
XXV, 142 (37°) 1} o. H. 1,29 1,14 1,09 
Pferd, P ake {|| #. 1,41 1,28 1,04 
XXV, 196 2—3 Min. lo H. 102 092 0.87 
etwa 16 Std. {|| H. ey; 1,04 1,02 
(37°) \ || o. H. 1,26 1,13 1,08 


* Fiir die Untersuchung mit jedem Spektralfilter wurde jeweils ein eigener Ansatz be- 
reitet, dessen Lichtdurchlissigkeit in geeigneter Verdiinnung und Schichtdicke nach 2 bis 
3 Minuten rasch gemessen wurde. 


Man sieht in den Beispielen der Tabelle III, daB der Unterschied 
im Sinne starkerer Lichtabsorption bei den BI. K.-Lésungen deutlicher 
ist, wenn die Saure direkt zum nicht hamolysierten Blut gegeben wird. 


tS 
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Beim Stehenlassen der Lésungen andert sich das Verhaltnis der je 
weiligen ¢-Werte abhaingig von der Art des Saurezusatzes im um 
gekehrten Sinne. Es nimmt, wie schon friiher erwahnt, ab, wenn die 
Saure zu den Hamolysaten gegeben wird: es nimmt zu, wenn der Saure- 
zusatz zum Blut baw. zur BI. K.-Suspension erfolgt (vgl. Tabelle I1] 
letztes Beispiel, Pferd). Beim Betrachten der Zahlen fallt auf, daB 
die Unterschiede in der (scheinbaren) Lichtabsorption in den ver- 
schiedenen Spektralbereichen keineswegs gleich sind. Dieser haufig 
festzustellende Umstand war bereits in der friiheren Mitteilung er- 
wahnt worden (1). 
2. Himometerversuche. 

Es ist klar, daB die von uns photometrisch bestimmten Unterschiede 
im optischen Verhalten auch zum Ausdruck kommen miissen, wenn man 
in einem der hierfiir tiblichen Kolorimeter oder Haimometer den Farb- 
wert derartiger Lésungen bestimmt und aus der Intensitaét der Braun- 
farbung auf den Haimoglobingehalt schlieBt. Bei den verschiedenen fii 
die Hb-Bestimmung iiblichen Verfahren wird in der Regel das Blut 
unmittelbar mit der Salzséure zusammengebracht. Es liegen also 
analoge Verhaltnisse vor, wie sie soeben bei der photometrischen Unter- 
suchung besprochen wurden. Wenn man den Farbwert oder den 
, Hamoglobingehalt*’ mit einem der genannten Verfahren in defibri- 
niertem oder ungerinnbar gemachtem: Blut bestimmt und parallel dazu 
in einer auf gleiches Volumen gebrachten Aufschwemmung gewaschene 
BI. K. desselben Blutes, so zeigt sich, daB die erhaltenen Werte sehi 
merklich voneinander abweichen!. 

Bekanntlich dunkelt bei derartigen ,,Hamoglobin‘‘-Bestimmungen 
die braune Farbe im Laufe der Zeit nach. Diese Tatsache wurde teils 
auf den mit meBbarer Geschwindigkeit verlaufenden Spaltungsvorgang 
des Hamoglobins zuriickgefiihrt (5), teils auf kolloidale Zustands- 
anderungen (6). Beide Vorgainge mégen eine Rolle spielen, der chemische 
Vorgang wesentlich in der allerersten Zeit, spiter der physikalische. 
Jedenfalls wurden fiir die Wahl des Ablesungszeitpunktes sehr ver- 
schiedene Vorschlage gemacht. Wir finden, wie schon aus den photo 
metrischen Bestimmungen zu ersehen, da8 es fiir Richtung und Ausmal; 
der Farbwertdifferenz bei den Bestimmungen am Blut und an den 
Bl. K.-Suspensionen wesentlich ist, zu welchem Zeitpunkt man abliest. 
also welcher speziellen Vorschrift man folgt. Zunachst sind die BI. K. 
Suspensionen weniger intensiv braun gefarbt als die Blutlésungen. Die 
Differenz wird allmahlich kleiner; schlieBlich findet man die Differenz 
gerade in umgekehrtem Sinne, d. h. die Bl. K.-Lésungen werden dunkle: 


! Vgl. die kurze Mitteilung von G. Barkan u. J. Olesk, Klin. Wochenschr. 
1936, S. 454. 
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als die Blutlésungen. Da in beiden Lésungen die Farbintensitaét zu- 
nimmt, bedeutet das geschilderte Verhalten, daB die BI. K.-Lésung 
rascher nachdunkelt als die Blutlésung. Wir haben in etwa 100 Proben 
das Blut folgender Blutarten in bezug auf das geschilderte Verhalten 
untersucht: Mensch, Pferd, Rind und Kaninchen. Insbesondere haben 
wir uns mit der Farbintensitaétszunahme in Abhangigkeit von der Zeit, 
also mit dem Verlauf der Nachdunkelungskurven fiir die BI. K.- 
Lésungen und die Blutlésungen, beschaftigt. Hierbei ergab sich ein 
artspezifisch verschiedenes Verhalten. Die Uberkreuzung der beiden 
jeweiligen Kurven erfolgt bei verschiedenen Blutarten zu verschiedener 
Zeit nach dem Saurezusatz, beim Pferdeblut schon nach etwa 5 bis 
10 Minuten, beim Rinderblut etwas wechselnd nach etwa 10. bis 
30 Minuten, beim menschlichen und beim Kaninchenblut erst nach 
etwa 1 bis 2 Stunden. Der relativ flachere Verlauf der Nachdunkelungs- 
kurve bei den BI. K. von Mensch und Kaninchen macht es verstandlich, 
daB der Unterschied zwischen den gefundenen ,,Hamoglobinwerten‘‘ 
fiir die Bl. K.-Lésung und die Blutlésung beim Mensch und Kaninchen 
in der ersten Zeit besonders groB ist. 

Wir haben in der folgenden Tabelle (Tabelle TV) einige wenige Bei- 
spiele fiir die an den vier genannten Blutarten gefundenen Farbwerte 
zusammengestellt. Die Bestimmung erfolgte im Zeiss-[kon-Hamometer, 
die Ablesung entsprechend der Vorschrift 5 Minuten nach der Vereinigung 
von Salzsaure und Blut. Die Zahlen, jeweils das Mittel aus drei unmittelbar 
hintereinander gemachten Bestimmungen, sind die an dem von uns be- 
nutzten Instrument angegebenen Hamoglobinprozente. Hierbei ist nach 
der dem Instrument beigegebenen Gebrauchsanweisung 100°, l6g Hb 
in 100 cem Blut. Das Instrument eignete sich ganz besonders fiir unsere 


Tabelle IV. Hamoglobinwerte fiir Blut und Blutkérperchen- 
suspensionen. 
(Zeiss-[kon-Hamometer, Ablesung laut Vorschrift nach 5 Minuten, Mittel 
aus drei Ablesungen. ) 














Hb-Werte lib-Werte 
Nr. |—— Nr -————________ 
Blut Blatkérperchen Blut Blutkérperchen 
Mensch. Rind. 
1 109,3 87,2 11 81,3 72,6 
2 99,3 78,3 12 81,3 71,3 
3 92.3 71,3 13 76,3 69,3 
4 107,3 86,3 14 89,0 76, 
5 85,3 69,3 15 72,2 63,3 
Pferd. Kaninchen. 
6 75,3 72.6 16 80,3 70,3 
7 104,3 103,3 17 81,6 70,3 
8 39,3 35,6 18 81,6 72,3 
9 75,6 71,0 19 89,3 81,6 
10 87,3 80,6 20 90,6 79,3 
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Zwecke. Dadurch, da®b wir eine Reihe der zu dem Instrument passenden 
mit Gummikappe verschlieBbaren Vierkantréhrchen zur Verfiigung hatten, 
waren wir in der Lage, fiir die Aufnahme der Nachdunkelungskurven dix 
Losung in ein und demselben Roéhrchen stehenzulassen und zu ver 
schiedenen Zeiten in demselben R6hrchen zu untersuchen. 

Das fiir Blut- und BI. K.-Lésungen’ verschiedener Herkunft 
charakteristische Verhalten der jeweiligen Nachdunkelungskurven geht 
aus den folgenden Abbildungen (Abb. 1 bis 4) hervor. Um die ver- 
schiedenen Kurven besser miteinander vergleichen zu kénnen und um 
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von den erhaltenen Absolutwerten unabhangig zu sein, gingen wir in 
folgender Weise vor. Wir haben den nach 5 Minuten laut Vorschrift 
fiir die Blutlésung abgelesenen Wert auf der Ordinate mit 0 bezeichnet 
und haben in den Kurven fiir alle anderen Ablesungszeiten bei der Blut- 
lésung und fiir alle Ablesungszeiten bei der Bl. K.-Lésung die prozen 
tuale Abweichung nach oben oder nach unten von dem normalen 
Vergleichswert eingezeichnet. 

Der Vorgang des Nachdunkelns wird durch Temperaturerhéhung 
beschleunigt. Aber auch in dieser Hinsicht unterscheidet sich die braune 
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BI. K.-Lésung von der entsprechenden Blutlésung. Die Beschleunigung 
bei erhéhter Temperatur ist bei der Bl. K.-Losung starker. Wenn man 
daher das Blut- bzw. BI. K.-Salzséuregemisch statt bei Zimmer- 
temperatur bei 27 oder bei 37° stehen laBt, so wird der Schnittpunkt 
der beiden Kurven zeitlich naher geriickt. Dies kommt namentlich an 
jenen Blutarten gut zum Ausdruck, deren Kurven, wie vorher erwahnt, 
sich bei Zimmertemperatur relativ spat iiberschneiden (Mensch und 
Kaninchen). Wir finden an diesen beiden Blutarten die Uberkreuzung 
der jeweiligen beiden Nachdunkelungskurven bei erhéhter Temperatur 
bereits nach einer halben Stunde, statt wie bei Zimmertemperatur nach 
1 bis 2 Stunden. Einige Beispiele fiir verschiedene Blutarten enthalt die 
vorstehende Tabelle (Tabelle V). Durch die Unterschiede im Typensatz 
der Zahlen (Fettdruck fiir den héheren der beiden Werte) sollen die 
Zeitpunkte der Uberschneidung ohne graphische Darstellung deutlich 
gemacht werden. 
3. Besprechung der Ergebnisse. 

Die erste Folgerung in praktischer Hinsicht aus unseren Beob- 
achtungen ist, daB man einen betrachtlichen Fehler begehen kann, wenn 
man den mit einem Himometer bestimmten Hb-Wert etwa als MaBstab 
nimmt, um gewaschene BI.-K. zum ,,richtigen** Ausgangsvolumen auf.- 
zufiillen. Es darf an dieser Stelle bemerkt werden, daB die grundsiatz- 
lichen Beobachtungen, die zu den. systematischen Untersuchungen 
AnlaB gaben, gerade die erwahnten Unstimmigkeiten waren. Bei 
bestehenden Unterschieden im Haémometerwert zwischen Blut und 
Bl. K. findet man praktisch vollstandige Ubereinstimmung bei Be- 
stimmung des Hamatokritwertes und bei der Erythrocytenzahlung. 
Aber ebenso besteht auch quantitative Ubereinstimmung in jenen 


Tabelle VI. Unterschiede im Himometerfarbwert zwischen Blut 
und Blutkérperchen bei Ubereinstimmung der sonstigen Werte. 
Fett gedruckt: Ablesung am Zeiss-[kon-Hamometer nach 5 Minuten, ein- 
geklammert: Ablesung nach zweistiindigem Stehen bei Zimmertemperatur. 





oe Methode Blut Blatkérperchen 
iinet { Hamatokrit 46 45,5 
XXVL 83 Hamometer 99,3 79,6 
_—n. | (108,3) (17,3) 
{ Hamatokrit 42 | 42 
Pferd, Erythrocyten 7,5 Mill. in lemm | 7,7 Mill. in 1 emm 
XXVI, 95 | Hamometer 87é ; 
(97,0) (103,38) 
-Pherd, ! Hb Bestiarang® |}1598 Hb in 100cem 15,8 g Hb in 100 cm 
XXV, 196 Hamometer | 95 91 
| | (108) (117) 


* Uber reduz. Hb nach Heilmeyer (7, S. 86). 
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Fallen, in denen das Hamoglobin nach Heilmeyer (7) als reduziertes 
Hamoglobin mit dem Zeissschen Stufenphotometer bestimmt wurde. 
iintsprechende Beispiele enthalt die vorstehende Ubersicht (‘Tabelle V1). 

Die von uns gefundenen Tatsachen machen es vielleicht erforderlich, 
die Frage des Ablesungszeitpunktes und des Temperatureinflusses bei 
der Hamometereichung nochmals naiher zu untersuchen. Uber den 
zeitlichen Verlauf der Farbentwicklung in sauren Himatinlésungen hat 
Newcomer (5) eingehende Untersuchungen angestellt, deren Bedeutung 
gerade fiir die Frage der Himometereichung von Heilmeyer (8) unter- 
strichen wird. Praktisch wichtige Angaben stammen weiterhin von 
Schulten (9), Rostoski (10) und, hinsichtlich der Temperatur, von Komi ya 
und Katakura (11). Schulten empfahl (1933) fiir das Sahlihimometer 
als Zeit zwischen der Mischung der Blutsalzsaurelésung und deren Ver- 
diimnung 1 Minute. Rostoski eicht sein Himometer fiir eine Ablesung 
5 Minuten nach der Vereinigung des Blutes und der Salzsiure. Komiya 
und Katakura schlagen vor, die Blutsalzsiuremischung vor dem kolori- 
metrischen Vergleich mindestens 10 Minuten lang auf 30 bis 60° zu 
erwarmen, da nur unter diesen Bedingungen praktisch das Maximum 
der Braunfarbung erreicht werde. Diesem Vorschlage entsprechend 
gingen auch Degel und v. Kriiger (12), ferner auch Haurowitz (4) vor. 
Freilich verwendeten diese Autoren Hamolysate, und zwar von ge- 
waschenen BI. K., was auf den erhaltenen Braunwert, wie vorher gezeigt, 
wiederum von Einflu8 ist. Die im Jahre 1933 von der Deutschen Gesell- 
schaft fiir innere Medizin eingesetzte Kommission empfiehlt fiir die Zeit 
zwischen Mischung und Verdiinnung der Blutsalzséurelésung bzw. 
zwischen Mischung und Ablesung im allgemeinen 3 Minuten (13). Alle 
diese Vorschlage setzen stillschweigend oder ausdriicklich voraus, daB 
unter gegebenen duBeren Bedingungen die Farbentwicklungskurve bei 
verschiedenen Individuen iibereinstimmend verliuft. Unsere Versuche 
zeigen die Rolle des Serums und die Bedeutung spezifischer BI. K.- 
Bestandteile fiir den Verlauf der Nachdunkelungskurve bei verschiedenen 
Temperaturen. Zwar trifft es auch nach unseren Erfahrungen zu, dab 
die Kurven normalerweise bei verschiedenen Individuen einen ahnlichen 
Verlauf [vgl. Newcomer (5), ferner Schulten (9), 1936] zeigen. Aber es 
entspricht doch andererseits durchaus unseren theoretischen Erwar- 
tungen, wenn, wie wir finden, auch am Menschen Faille mit abweichendem 
Verhalten im Kurvenverlauf vorkommen. So fiel beispielsweise an einem 
Blut, das von einer Patientin mit Duodenalulcus stammte, auf, daB die 
Uberschneidung der Blut- und der BI. K.-Kurve bei Zimmertemperatur 
erst nach annahernd 24 Stunden erfolgte. Wie sich zeigte, lag dies 
daran, daB die Nachdunkelungskurve bei der Blutlésung steiler verlief 
als normal. Dementsprechend zeigte dieses Blut beim Vergleich seines 
Farbwertes mit dem anderer menschlicher Individuen zu verschiedenen 
Zeiten eine verschiedene Relation. Es laBt sich natiirlich schwer sagen, 
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worauf im einzelnen bei dem einen oder anderen Individuum das ab 
weichende Verhalten der Nachdunkelung beruht. 


In theoretischer Hinsicht scheint es uns aber nicht unwichtig, sich 
wenigstens eine Vorstellung davon zu bilden, was die Unterschiede iy, 
der Braunfarbung einander entsprechender saurer Hamatinlésunge:, 
aus Blut bzw. Bl. K. bedeuten. Da, wie mehrfach erwahnt, derartiy: 
saure Hamatinlésungen unechte, d. h. kolloidale Lésungen des an 
sich saéureunléslichen Hamatins darstellen, so spielt neben dem bei 
der Spaltung gleichzeitig freiwerdenden Globin méglicherweise di: 
Anwesenheit oder Abwesenheit des Serums eine Rolle als Schutz 
kolloid. Betrachtet man den Endzustand, so ist es bei den Himometer 
versuchen ziemlich regelmaBig so, daB schlieBlich die BI. K. einen 
héheren Wert zeigen als die Blutlésungen. Auch bei der photometrischen 
Untersuchung analoger Ansétze und solcher beim Zusatz der Saure 
zum Himolysat hatte sich im wesentlichen Ahnliches ergeben. Fehlen 
des Serums bedeutet also wohl im groBen ganzen einen geringeren 
kolloidalen Schutz oder verminderte Dispersitat. Wiirde die Rolle des 
Serums eine andere sein, so sollte man eher eine starkere Triibung in 
den Blutlésungen als in den BI. K.-Lésungen erwarten. Dement 
sprechend sollte also die scheinbare Lichtextinktion und der Farbwert 
héher sein. In welcher Weise weiterhin die BI. K.-Bestandteile bei dem 
Vorgang der Farbentwicklung beteiligt sind, ]aBt sich zunachst schwer 
sagen. Jedenfalls zeigen unsere Versuche sehr deutlich die vorhandenen 
artspezifischen Unterschiede. Hier beriihren sich unsere Untersuchungen 
mit denen von v. Kriiger und Degel (12) einerseits und denen von Hauro- 
witz (4) andererseits. v. Kriiger und Degel weisen darauf hin, dab dem 
Hamoglobin verschiedener Tierarten eine verschiedene ,,Farbekraft® 
zukomme. Sie zeigten, daB auf gleichen Hamatingehalt (gleiche Braun- 
firbung in salzsaurer Lésung) eingestellte Blutlésungen verschiedene1 
Herkunft kolorimetrische Unterschiede in der Intensitaét der Rot- 
firbung in sodaalkalischer Lésung aufweisen. Abhnliche Differenzen 
ergaben sich auch zwischen dem Blute normaler Personen und solcher. 
die an perniziéser Anamie litten. Haurowitz, der die Versuche von 
v. Kriiger und Degel prinzipiell bestatigen konnte, vermiBte die Diffe- 
renzen, wenn er statt in Blutlésungen seine Bestimmungen in Lésungen 
von kristallisiertem Hamoglobin vornahm. Wenn wir Haurowitz recht 
verstehen, so fiihrt er die Differenzen in der Farbekraft in sodaalkalischen 
Lésungen der haimolysierten Erythrocyten in erster Linie auf die An 
wesenheit triibender Stromaproteine zuriick, die bei reinen Hamoglobin 
lésungen in Fortfall kommen. 





An der grundsatzlichen Richtigkeit der Auffassung von Haurowitz 
soll nicht gezweifelt werden. Immerhin glauben wir aut Grund unsere! 
Erfahrungen, da die bei verschiedenen Blutarten offenbar sehr spezifi- 
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schen Stromaproteine AnlaB zu verschiedener Dispersitat gerade bei 
Entstehung der sawren Hamatinlésung geben werden. Wir glauben also, 
daB an der scheinbar verschiedenen ,,Farbekraft‘‘ verschiedener Hamo- 
lysate nicht so sehr die verschieden starke Triibung der roten Lésungen 
schuld ist, als vielmehr die gleichen Hamoglobingehalten zukommende 
verschiedene Braunfdrbung. Betrachtet man die von Haurowitz an- 
gefiihrten zahlenmaBigen Beispiele, so findet man jedenfalls, daB die 
Abweichungen von der durch die O,-Kapazitat tatsachlich bestehenden 
Hb-Relation viel gréBer fiir den Farbwert in HCl als in Soda sind. 
Dies gilt sowohl fiir den Vergleich zwischen Pferde- und Meerschweinchen- 
blut [(4), S. 138, Tabelle V], als auch ganz besonders fiir den zwischen 
Gesunden und Perniziés-animischen. Beim Vergleich eines Normal- 
falles mit zwei Fallen von pernizidser Andmie fand Hawrowitz [(4), 8.140, 
Tabelle V1] folgende Beziehung fiir die O,-Kapazitaét 100: 59: 51,5. 
Fiir die Kolorimeterwerte in Soda war das Verhaltnis 100: 54:47 und 
in HCl 100: 47,5: 40. Wie man sieht, weichen die Farbwerte in Soda 
sehr viel weniger von den Verhaltniszahlen fiir die O,-Kapazitat ab als 
die HCl-Werte. Im iibrigen sprechen gerade diese Zahlen auch in 
anderem Sinne fiir unsere Auffassung. Gewif ist, verglichen mit den 
HCl-Farbwerten, die ,,Farbekraft‘‘ in Soda bei den Perniciosafillen 
hier héher. Damit liegt experimentell eine Bestaétigung der Angaben 
von Degel und Kriiger vor, die Haurowitz in vier von sieben untersuchten 
Perniciosafallen gelang. Den Beweis, da auch hier triibende Stroma- 
bestandteile Schuld an der verschiedenen Farbekraft der Hamolysate 
sind, erblickt Haurowitz im Verhalten ihrer Absorptionskurven. Er 
zeigt an einer solchen Kurve [(4), 8S. 141, Fig. 4] im Anschlu8 an Heil- 
meyer [(7), 8.35], daB bei der sodaalkalischen Lésung des Hamolysats 
aus Blut bei perniziéser Andimie sich in Spektralgebieten mit geringer 
Absorption, also hier im Rot, eine deutliche Erhéhung gegeniiber dem 
Normalblut findet. Wenn die damit zum Ausdruck kommende Triibung 
bei der Kolorimetrie tatsachlich eine Rolle spielt, so miBte unseres 
Erachtens der rote Kolorimeterwert in Soda beim Perniciosablut deutlich 
hoher sein als dem tatsachlichen Hb-Gehalt, gemessen an der O,-Kapa- 
zitat, entspricht, und nicht, wie obige den Tabellen bei Hawrowitz ent- 
nommenen Zahlen zeigen, niedriger. Tatséachlich ist es aber offenbar so, 
daB gerade die Kolorimeterwerte in Salzsiure an Blut verschiedener 
Herkunft Ungleiches anzeigen. Mit anderen Worten, wir glauben, auf 
rund unserer eigenen Beobachtungen und denjenigen der Literatur, 
daB gleiche Braunfarbung bei Blut verschiedener Tierarten keinesfalls 
gleichen Hamoglobingehalt zu bedeuten braucht. Die von Degel und 
v. Kriiger gefundenen Unterschiede in der ,,Farbekraft‘’ des Hamo- 
globins bei Blut verschiedener Herkunft, die nach Hauwrowitz an reinen 
Hamoglobinlésungen verschwindet, erfahren also dadurch eine ab- 
weichende Deutung. 
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SchlieBlich scheint das Ergebnis unserer Arbeit die Frage der Hamo 
metereichung noch in anderer Hinsicht zu beriihren. In einer wichtiger 
und auBerst griindlichen Arbeit haben Heilmeyer und Sundermann (14 
die wissenschaftlichen Grundlagen fiir eine solche Eichung gegeben: six 
beziehen sich freilich im wesentlichen auf die die Gasbindung und das 
spektrophotometrische Verhalten betreffenden Konstanten. Es wird auf 
Grund der Vorarbeiten eine genaue Vorschrift zur Entnahme des Blutes 
und zur gasanalytischen und photometrischen Bestimmung des Hamo 
globingehaltes in Vollblutlésungen gegeben. Uns interessiert in erster 
Linie der SchluB der erwahnten Arbeit. Hier wird die Frage erértert, ob 
es méglich ist, die iblichen Hamometer (Sahli oder Autenrieth) direkt mit 
reinen Hamoglobinlésungen zu eichen. Die Autoren gelangen zu dem 
SchluB, daB dies nicht angangig ist. Sie erwahnen die ,,Entdeckung. 
daB das Spektrum der aus reinen Himoglobinlésungen dargestellten 
salzsauren Hamatinlésungen deutliche Abweichungen gegeniiber dem 
Spektrum der salzsauren Hamatinlésungen aus Vollblut zeigte**. In 
einer Abbildung, die Heilmeyer und Sundermann bringen [(14), 8. 410. 
Abb. 5], ergibt sich, auBer einer kleinen Verschiebung der Absorptions- 
maxima, die wesentlich (durchschnittlich um 40°) héhere Extinktion 
einer Bluthimatinlésung gegeniiber einer Hamatinlésung aus reinem 
O,Hb bei gleicher Konzentration. Hier liegen also ganz ahnliche Ver- 
haltnisse vor, wie wir sie beim Veygleich auf verschiedenem Wege 
gewonnener Hiamatinlésungen gefunden haben. Auch in der Abbildung 
der genannten Autoren sieht man, daB die Unterschiede im allgemeinen 
vom langwelligen zum kurzwelligen Teil des Spektrums geringer werden. 
Dies ist im Zusammenhang mit friiherem ein Hinweis darauf, dal 
Tribungsphanomene hier eine Rolle spielen. Der genannte durch- 
schnittliche Unterschied entspricht der GréBenordnung nach etwa 
demjenigen, den wir beim Vergleich der sauren Hamatinlésungen aus 
Bl. K.-Suspensionen und Blut in Versuchen am Menschen fanden 
(vgl. Tabelle 111), wenn wir die Saure nicht zu den Hamolysaten, sondern 
unmittelbar zu den intakten BI. K. gaben und nach 24stiindigem 
Stehen verglichen. Aus den Angaben der genannten Autoren ist leide1 
nicht zu ersehen, unter welchen Bedingungen das in ihrer Abbildung 
wiedergegebene Verhalten sich zeigt. Nach unseren Erfahrungen miibte 
die Blutart, die Art der Vermischung, der Zeitpunkt der Ablesung und 
die Temperatur bekannt sein, um die Beobachtungen von Heilmeyer 
und Sundermann unseren eigenen einordnen zu kénnen. Nach den 
bisherigen Angaben wiirde, falls es sich bei Heilmeyer und Sundermann 
um Untersuchungen im bereits einigermaBen flach verlaufenden Kurven- 
teil handelt, sich ergeben, daB die Differenz zwischen entsprechenden 
Lésungen aus Blutkérperchen und reinem O,Hb unter Umstiinden noch 
sehr viel gréBer ist. Fiir die Theorie des Vorganges wird es von Interesse 
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sein, wenn Heilmeyer und Sundermann ihre Angaben noch erweitern 
kénnten. 

Fir die Praxis der Himometereichung ist aber die SchluBbetrach- 
tung von Heilmeyer und Sundermann im Zusammenhang mit unseren 
eigenen Beobachtungen nicht besonders ermutigend. Es ist letzten Endes 
wissenschaftlich und methodisch wenig befriedigend, wenn man mit 
einem Blute, dessen Himoglobingehalt man aufs sorgfaltigste mit sehr 
exakten Methoden bestimmt hat, nun einen Apparat auf ein Verfahren 
eicht, in welchem die scheinbare Intensitat der Farbung von dem 
Nebeneinander der vielen Verunreinigungen bestimmt wird, auf deren 
zufallige Konstanz man sich verlassen muB. Auch wird es sicher nicht 
ganz gleichgiiltig sein und es bediirfte auch dariiber genauerer Vor- 
schriften —, wie nun die eigentliche Eichung des Haimometers vor sich 
gehen soll, und ob man hierbei das Blut mit Wasser, Kochsalzlésung, 
Serum oder Plasma verdiinnen soll, um zu einer die variierenden Ver- 
haltnisse am Menschen nachahmenden Eichkurve zu gelangen. 

Wenn die Frage der Hamoglobinbestimmung nun einmal an- 
geschnitten ist und die starke von auBeren Umstanden abhiangige 
Variabilitat der Braunfairbung klargestellt ist, sollte man davan denken, 
soleche Verfahren zu verlassen, die die Umwandlung des Blutfarbstoffes 
in salzsaures Haimatin zur Voraussetzung haben. Wenn auch der 
Kliniker und Praktiker, wie man immer wieder hért, mit diesen Ver- 
fahren sehr zufrieden ist, so wird er doch zweifellos in gewisse nicht 
zuletzt auch padagogische Schwierigkeiten geraten, wenn ihn ein 
junger Praktikant fragt, warum man, in ein und demselben Apparat, bei 
ein und demselben Vorgehen zu verschiedenen Hamoglobinwerten 
gelangt, falls man beispielsweise Blut und Bl. K. in einander ent- 
sprechenden Konzentrationen untersucht. Von dem _ verschiedenen 
Verhalten bei verschiedenen Tierarten sehen wir hierbei ganz ab. Gerade 
auf Grund der verdienstvollen Arbeiten von Heilmeyer sollte angestrebt 
werden, ein zuverlassiges Verfahren der Hb-Bestimmung einzubiirgern, 
das sich nicht der ,,Hamatinfarbe‘‘ bedient. Ein solches ist beispiels- 
weise nach Heilmeyer (7) die Bestimmung mit dem Zeissschen Stufen- 
photometer iiber das reduzierte Hamoglobin. Diese Methode, die ihrer 
Kinfachheit wegen von Hzilmeyer fiir die Klinik empfohlen wurde, hat 
sich auch uns bestens bewahrt (15). Vielleicht ergibt sich die Méglich- 
keit, nach demselben Prinzip ein Verfahren mit kompendiéserer Appa- 
ratur auszuarbeiten. 

Experimentelles. 
I. Photometerversuche. 

Das Vorgehen entsprach im allgemeinen dem in der friiheren Mit- 
teilung (1) beschriebenen. Die verschiedenen Blutproben (Mensch, Pferd, 
Rind, Kaninchen) wurden entweder in defibriniertem oder ungerinnbar 
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gemachtem (Liquoid ,, Roche**) Zustande in Benutzung genommen. Normale: 
weise erfolgten die Siureansatze fiir die Blutl6sung derart, daB wie friihe: 
jeweils gleiche Teile 0,8 °,iger HCl-Lésung zu gleichen Teilen des mit Aqua 
dest. fiinffach verdiinnten Blutes gegeben wurden. Zur Gewinnung der ent 
sprechenden Blutkérperchenlésungen wurden die Blutproben in mit Marken 
versehenen Zentrifugenglasern scharf zentrifugiert. Die vom Serum bzw 
Plasma befreiten Blutkérperchen wurden mehrmals mit 0,85 %iger NaC! 
Losung gewaschen und schlieBlich:zum urspriinglichen Volumen aufgefiillt 
Die Verdiinnung der Blutkérperchensuspensionen und die Saureansiatz 
erfolgten wie beim Blut. Blut- und Blutkérperchen wurden stets voll 
standig gleichartig behandelt und nebeneinander untersucht (vgl. Tabelle 1) 
Die Saéureendkonzentration war stets 0,4%, HCl. Dies gilt auch fiir die 
Falle, in denen der EinfluB verschiedener Verdiinnung der Saéureansatz 
untersucht werden sollte. Hier wurde entweder lediglich die zum Ansatz 
verwendete wiisserige Blut- bzw. Blutkérperchenlésung vorher in ihre: 
Konzentration variiert (vgl. Tabelle II), oder aber die normalen Ansiitze 
(Blut 1: 10, HCl 0.4%) wurden mit 0.4% iger HCl verschieden weiter 
verdiimnt. 

In jenen Versuchen, in denen die Bedeutung der vor dem Saurezusatz 
erfolgten oder fehlenden Hamolyse gepriift werden sollte, machten wi! 
nebeneinander Ansatze in der iiblichen Weise und jeweils parallel dazu 
solche, bei denen wir die Siure in entsprechender Menge und Konzentration 
unmittelbar zum Blut bzw. zur Blutkérperchensuspension gaben. Um die 
raschen Anderungen zu Beginn auszuschalten und bei den ,,Sofortbestim 
mungen*‘ die Messung unter einigermaBen vergleichbaren Bedingungen aus 
fiihren zu k6énnen, wurde fiir die Untersuchung mit jedem Spektralfilte: 
jeweils ein eigener Ansatz bereitet. Die: Photometrie erfolgte dann rasch in 
geeigneter Verdiinnung und Schichtdicke nach 2 bis 3 bzw. 5 Minuten 
(vgl. auch Tabelle Il], FuBnote). Im iibrigen wurde die Untersuchung 
meist nach etwa eintagigem Stehen im Brutschrank vorgenommen. 

Die Bestimmungen im Pulfrich-Photometer und die Berechnungen e1 
folgten in der iiblichen in der friiheren Mitteilung beschriebenen Weise 
Der Extinktionskoeffizient e« wurde gleichfalls wie friiher stets fiir eine 
Blutverdiinnung 1: 10 berechnet. Daraus ergaben sich dann die in den 
Tabellen angegebenen Quotienten. Die HCl-Konzentration war, auch fiir 
die bei der Photometrie notwendigen Verdiinnungen, 0,4 °>. 

Auf eine Wiedergabe von Protokollen wird aus Griinden der Raum 
ersparnis verzichtet. 

II. Haémometerversuche. 


Zur Verwendung kamen auch hier Blutproben verschiedener Herkuntt 
(Mensch, Pferd, Rind, Kaninchen). Es wurde sowohl defibriniertes als auch 
ungerinnbar gemachtes Blut benutzt. Die Blutkérperchensuspensionen 
wurden wie unter I. hergestellt. Die Verdiinnung des Blutes bzw. de 
Blutkérperchensuspension mit n/10 HCl erfolgte in der dem Zeiss-Ikon 
Haimometer beigegebenen Mischpipette (30 auf 2000cmm). Nach griind 
lichem Vermischen wurde in die mit Gummikappe verschlieBbaren Vier 
kantréhrehen umgefiillt. Die Bestimmung des Farbwertes in dem Hamo 
meter hat entsprechend der Vorschrift und der Eichung genau 5 Minuten 
nach Beginn des HCl-Zusatzes zum Blut zu geschehen. Derart sind die 
Werte der in der Tabelle IV ersichtlichen Beispiele gewonnen. Unser 
Instrument ist auf ,,Prozente‘‘ geeicht. Fiir die Aufnahme der Nach 
dunkelungskurven wurden die Werte zu verschiedenen Zeiten bestimmt. 
Die Réhrehen wurden in der Zwischenzeit teils bei Zimmertemperatur, teils 
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bei héherer Temperatur (Wasserbad 26 bis 27°, Brutschrank 37 bis 38°) 
vehalten. Vor der Messung wurde der Réhrcheninhalt durch mehrfaches 
Umkippen gut vermischt. Stets wurden rasch hintereinander drei Ein- 
tellungen vorgenommen, deren Mittel als abgelesener Farbwert galt. 

In zahlreichen Fallen wurde am Blut und an den Blutkérperchen- 
suspensionen eine Zaihlung der Erythrocyten in iiblicher Weise (Btircker- 
Zahlkammer) vorgenommen, oder auch der Hamatokritwert bestimmt. Fiir 
die Gewinnung des letzteren wurde im Hamatokritaufsatz stets bis zur 
Konstanz der Ablesungen zentrifugiert. Zur Kontrolle wurden auch stufen- 
photometrische Hamoglobinbestimmungen iiber reduziertes Hb nach 
Heilmeyer vorgenommen. Mit Ausnahme des Hamometers zeigten die 
mit den verschiedenen Methoden erhaltenen Werte fiir Blut und Blut- 
kérperchensuspensionen jeweils praktisch Ubereinstimmung. Damit war 
eine hinlangliche Gewahr fiir die Genauigkeit bei der Auffiilhung des Bhut- 
kérperchenbreies zum urspriinglichen Volumen gegeben. 


Zusammenfassung. 


1. Saure Hamatinlésungen aus Blut- und Blutkérperchensuspen- 
sionen gleichen Hamoglobingehaltes zeigen untereinander charak- 
teristische Unterschiede ihres photometrisch und kolorimetrisch ge- 
messenen Farbwertes. 

2. Richtung und AusmaB der jeweiligen Differenzen zwischen Voll- 
blut und Blutkérperchen sind von einer Reihe auBerer Faktoren ab- 
hangig (Zeit, Temperatur, Konzentration, Hamolyse). 

3. Blut und Blutkérperchen verschiedener Herkunft zeigen im 
optischen Verhalten daraus gewonnener Hamatinlésungen artspezifische 
Unterschiede. 

4. Die Bedeutung der Befunde in theoretischer und praktischer 
Hinsicht wird erértert. Zahlreiche Faktoren beeinflussen den Dispersi- 
titsgrad in der kolloidalen sauren Haimatinlésung. Dies macht den 
scheinbaren ,,Farbwert‘‘ solcher Lésungen als MaB fiir den Hamoglobin- 
gehalt problematisch. 
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Uber die Abhingigkeit der Wirkung einer zusitzlichen Cystin- 
gabe auf den Betriebsstoffwechsel yon der Qualitit des Nahrungs.- 
eiweiBbes und ihre Wirkung bei eiwei®freier Ernihrung’. 
Von 
Herbert Krohn und Werner Barwolff. 


(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an dei 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 25, November 1936.) 


Im Jahre 1930 hatten Laclau, Marenzi und Brain (1) angegeben, dal} 
bei Ratten Zulage von_0,25 ©,, |-Cystin zu einer an sich eiweiBarmen Nahrung, 
bei der das Nahrungseiweif im wesentlichen das cystinarme Casein war, 
den Wert des Harnquotienten C:N senkte. Bei dieser Anordnung des 
Versuchs der franzésischen Forscher konnte es zweifelhaft sein, ob die 
diesen Quotienten regelnde Wirkung des Cystins in der durch die Cystin 
armut bedingten qualitativen Unzulanglichkeit des NahrungseiweiBes be 
griindet war, oder ob dabei das Moment der quantitativen EiweiBunte: 
ernihrung die wesentliche Rolle spielte. 

Im Jahre 1935 hatte dann Lorente (2) diese Versuche insofern wiede: 
holt, als er weiBe Ratten mit einer eiweiBarmen gemischten Nahrung, in 
der Casein das Nahrungseiwei8 war, die aber sonst in jeder Hinsicht als 
ausreichend angesehen werden mubfe, fiitterte und dann in einer spateren 
Periode eine sehr kleine Cystinmenge von nur 0,0075 g l-Cystin pro Tier und 
Tag der Nahrung zulegte. Er fand, daB durch die Cystinzulage bei der 
gewihlten quantitativen EiweiBuntererndhrung mit Casein keine Verinderung 
am Harnquotienten C: N, wohl aber eine leichte Senkung beim Quotienten 
Vakat-O: N herbeigefiihrt wurde. 

Bei einem neuen Versuch, der kiirzlich im hiesigen Laboratorium von 
Schaake (3) mit einer Cystinzulage von 0,1 g pro Tag und Tier (Ratte) be 
einer definierten, gemischten Nahrung mit normalem EiweiBgehalt, bei der 
Casein das NahrungseiweifS war, angestellt wurde, zeigte sich, daB in det 
Cystinperiode der Harnquotient C: N keine nennenswerte Anderung gegen 
iiber der Kontrollperiode ohne Cystinzulage erkennen lieB, daB aber der 
Harnquotient Vakat-O: N deutlich anstieg. 

Aus den von HH. Krohn ausgefiihrten Versuchen ergab sich bei eine: 
entsprechenden Fiitterung weiBer Ratten mit einer in jeder Hinsicht 
vollstandigen und ausreichenden Nahrung mit dem erforderlichen Eiweil 
gehalt, in der Casein das NahrungseiweiB war, daB Zulage von 0,05 g 1-Cystin 
pro Tier und Tag eine leichte Senkung des Harnquotienten C: N, aber eine 
deutlichere Steigerung des Harnquotienten Vakat-O: N bewirkte. 

Als Ergebnis aller hier mitgeteilten Versuche kann man etwa 
folgendes nennen: Wenn im Rahmen einer in jeder Hinsicht vollstdndigen 
Nahrung das Casein praktisch alleiniger Trager des Nahrungseiweifes 
ist, dann wird durch eine kleinere oder gréfere Cystinzulage zum Futter 


' Vorliufige Mitteilung aus zwei Dissertationsarbeiten. 
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in nicht sicher erkennbarer Abhdngigkeit von der Cystindosierung der 
Harnquotient C: N mitunter gesenkt, mitunter aber auch praktisch un- 
heeinfluBt gelassen, waihrend der Harnquotient Vakat-O : N zum mindesten 
in den Fallen mit quantitativ normaler Caseinerndhrung und mittleren 
oder gréperen Cystingaben (0,05 bis 0,1 g Cystingaben pro Tag und Tier) 
ansteigt und nur in dem Falle der quantitativen EiweiBuntererndhrung mit 
Casein (Lorente) vielleicht eine leichte Senkung erkennen laft. 

Aus diesem unterschiedlichen Verhalten von C: N und Vakat-O: N 
bei den Cystinversuchen mit Caseinernahrung geht hervor, daB die 
Oxydierung des Materials im Zwischenstoffwechsel am Kohlenstoff sich 
nicht andert oder etwas verbessert, wihrend an den iibrigen oxydablen 
Klementen zweifellos eine Hemmung der Oxydation herbeigefiihrt wird. 

Immerhin ist dieses zum Teil fast gegensatzliche Verhalten des Kohlen- 
stoff- und Oxydationsquotienten des Harns bei der Cystingabe auffallend, 
weil erfahrungsgemaif bei Anderungen der Harnquotientenlage, wodurch sie 
auch immer bedingt sein mége, in der Regel die Richtung, in der sich die 
Harnquotienten andern, fiir beide Quotienten dieselbe ist. 

Im Jahre 1935 hatten nun Rahmsdorj (4) und spater AK. Klapper (5) 
Versuche aus dem hiesigen Laboratorium verdffentlicht, bei denen weibe 
Ratten eine gemischte Nahrung erhalten hatten, in der bei quantitativ 
geniigendem EiweiBgehalt das Linsenmehleiweif das Nahrungseiweif dar- 
stellte. Es zeigte sich, da sowohl eine groBe Cystinzulage (0,1 g 1-Cystin 
pro Tag und Tier, Rahmsdor{) wie auch eine kleine 1-Cystinzulage (0,075 g 
|-Cystin pro Tag und Tier, Alapper) eine deutliche Steigerung der beiden 
Harnquotienten C: N und Vakat-O: N erkennen lieBen. Als dann Lorente 
hei einer quantitativen EiweiBunterernihrung mit LinsenmehleiweiB Ratten 
eine sehr kleine Cystinzulage gab (0,0075 g 1-Cystin pro Tag und Tier), 
anderte sich an dem Quotienten C:N nichts, wahrend der Quotient 
Vakat-O: N etwas sank. Dieses Ergebnis steht also in Einklang mit seinem 
Versuch mit Caseinnahrung bei quantitativer EiweiBunterernaéhrung, es 
steht aber im Gegensatz zu den Versuchen von Rahmsdorf und Klapper, die 
bei einer quantitativ geniigenden LinseneiweiBnahrung bei groBer und 
kleiner Cystinzulage eine Erhéhung beider Harnquotienten gefunden hatten. 
Die Senkung des Quotienten Vakat-O: N bei dem Lorenteschen Linsen- 
eiweiBversuch mit kleiner Cystinzulage muB also mit groBer Wahrscheinlich- 
keit auf die gleichzeitig bestehende quantitative EiweiBuntererndhrung be- 
zogen. werden. 

Wenn bei LinseneiweiBnahrung die quantitative Eiweifpversorgung 
des Kérpers normal ist, bewirkt eine kleine und eine groBe Cystinzulage 
zur Nahrung eine Steigerung der Harnquotienten C: N und Vakat-O: N. 

Es ist also innerhalb gewisser Grenzen unabhangig von der Cystin- 
dosierung die Wirkung des Cystins auf den Zwischenstoffwechsel bei 
quantitativ ausreichender Caseinernihrung eine andere als bei quantitativ 
ausreichender Erndhrung mit LinsenmehleiweiB. Demnach ist die Wirkung 
einer zusatzlichen Cystingabe auf die Oxydationslage im intermediaren 
Stoffwechsel abhdngig von der Qualitat des Nahrungseiweifes. Dieser 
Erkenntnis ist nun der eine von uns (H. Krohn) weiter nachgegangen 
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268 H. Krohn u. W. Barwolff: 
und hat gepriift, wie sich die gleiche zusdtzliche Cystingabe bei weife» 
Ratten auf die Lage der Harnquotienten auswirkt, je nachdem, ob i) 
geniigender Stickstoffmenge das Casein oder das Kartoffeleiweifp d: 
Trager des gesamten Nahrungsstickstoffs ist. Die Versuche mit Casein. 
nahrung bestdtigten die oben mitgeteilten Ergebnisse, wahrend die gleich. 
Cystinzulage zu Kartoffeleiweip eine leichte, aber deutliche Steigerung de» 
Harnquotienten C': N und eine sehr starke Steigerung des Harnquotientey, 
Vakat-O: N herbeifihrte. Dies entspricht dem Verhalten bei Ernahrung 
mit LinseneiweiB. 

Diese Versuche veranschaulichen aufs neue die Abhangigkeit der Wirkuny 
einer oral zusitzlich verabreichten einzelnen Aminosdure im intermedidren 
Stoffwechsel von der jeweiligen Beschaffenheit des diesen Stoffwechse/ 
dynamisch beherrschenden NahrungseiweiBgemisches'. 


Das Gesamtergebnis dieser Versuche ist folgendes : 

1. Zusatzliche Gaben von Cystin zu einer Nahrung, in der unte: 
Vermeidung einer quantitativen EiweiBunterernahrung Casein das 
NahrungseiweiB ist, lassen den Harnquotienten C: N unbeeinfluBt ode: 
senken ihn, wahrend der Harnquotient Vakat-O:N yesteigert wird 

2. Zusatzliche Gaben von Cystin zu einer quantitativ ausreichenden 
Linsenmehleiweif- oder KartoffeleiweiBnahrung fiihren zu einerSteigeruny 
beider Harnquotienten C: N und Vakat-O: N. 

3. Aus der unterschiedlichen Wirkung gleicher zusatzlicher Cystin- 
gaben zur Nahrung in Abhangigkeit von der Qualitaét des Nahrungs- 
eiweiBes geht hervor, daB die Wirkung einer einzelnen Aminosaure auf 
die Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel in wesentlicher Weise 
bestimmt wird von der Beschaffenheit des diese Stoffwechselphase 
steuernden NahrungseiweiBderivatgemisches, wobei dieses natiirlicl) 
auch selbst dem Umsatz anheimfiallt. : 

4. Cystinzulage verstarkt die Positivitaét der N-Bilanz; das kam 
bei den Caseinversuchen deutlicher zum Ausdruck als bei den Ver 
suchen mit KartoffeleiweiB. 

5. Das Kérpergewicht blieb ziemlich konstant, abgesehen von eine: 
sehr leichten Senkung in der Periode mit KartoffeleiweiBnahrung, dic 
aber durch die Cystinzulage zu dem Kartoffeleiwei8 aufgehalten zu 
werden schien. 


Wenn man nun ein Tier eiweiffrei ernahrt und dabei in gréBere: 
Menge Cystin zulegt, dann trifft das Cystin in ein EiweiBabbaugemisch 
das ausschlieBlich von dem sich abnutzenden ZelleiweiB stammt. E- 


1 Vgl. hierzu die Arbeit von Bickel ,,.Uber die Stoffwechselwirkune 
einzelner Aminosauren in Abhangigkeit von der Art des NahrungseiweiBes* 
Hippocrates, 7. Jahrg., H. 46, S. 1229, 1936. 
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hat nun gewiB Interesse, einmal zu sehen, wie sich bei der eiweip- 


ireien Ernahrung tiberhaupt die Zufuhr einer einzelnen Aminosdure und 
nsonderheit diejenige des Cystins auswirkt (Versuche von W. Barwolff). 

Da es aus technischen Griinden fiir die quantitative Fiitterung der 
Ratten erforderlich ist, ein kalorisch wertvolles Bindemittel, némlich 
Kartoffelstarke, dem Futter zuzufiigen, enthalt das Futter eine Spur 
Stickstoff aus der Starke. Im vorliegenden Falle betrug die Stickstoffmenge. 
die in dem Futter taglich jedem Tier verabreicht wurde, ungefaihr 5,6 mg, 
wihrend der Harn-N pro Tier und Tag in dieser Periode 0,03 g betrug. Aus 
dieser Gegeniiberstellung geht hervor, da®B selbst dann, wenn man _ un- 
beriicksichtigt laBt, was an unresorbiertem Nahrungsstickstoff mit dem 
Kot abgeht, immer ungefahr vier Fiinftel des gesamten Harn-N vom Zell- 
eiweiB stammen miissen. Die geringe N-Menge der Nahrungsstirke kann 
also unberiicksichtigt bleiben. 

Aus den Versuchen geht folgendes hervor: 


1. Die Verminderung des Kérpergewichts, die bei eiweibfreier. 
aber sonst kalorisch geniigender und in jeder Beziehung vollstandiger 
Nahrung auftrat, konnte durch eine solche Cystingabe nicht auf- 
gehalten werden. 


2. Zulage von 0,1 g |-Cystin pro Tier und Tag bei einer Ratte von 
etwa 155g Kérpergewicht naherte bei eiweiBfreier Ernahrung durch 
Verminderung der Harn-N-Werte die vorhandene Negativitat der 
N-Bilanz dem N-Gleichgewicht an. 


3. Durch die gewahlte 1-Cystinzulage von 0,1 g pro Tier und Tag 
wurde sicher eine leichte Senkung des Harnquotienten C:N neben 
einer deutlicheren Steigerung des Harnquotienten Vakat-O: N herbei- 
gefiihrt. Dieses Verhalten entspricht ungefihr dem oben geschilderten 
einer zusatzlichen 1-Cystingabe (0,05 g 1-Cystin pro Ratte und Tag) zu 
einer Nahrung, in der Casein das Nahrungseiweif ist, wabrend sich bei 
einem anderen Nahrungseiwei8 (z. B. EiweiB des Linsenmehls oder der 
Kartoffel) die gleiche 1-Cystingabe anders auswirkt. Vor allem ver- 
minderte sich in den Versuchen mit eiweiBfreier Ernahrung auch unter 
der Cystinzulage die absolute tagliche Menge fiir C und N, wenn auch 
nicht in kontinuierlich fortschreitender Weise, waihrend der Wert fiir 
Vakat-O eine anfangliche stirkere Senkung und spiter wieder eine 
Steigerung erkennen lieB, ohne aber den urspriinglichen Wert zu er- 
reichen. Aus den Harnquotientenbefunden ergibt sich, daB bei der 
eiweiBfreien Ernahrung durch die Cystinzulage eher eine gesteigerte 
Oxydation am C, aber eine geringere Oxydation an den anderen 
hierfiir in Frage kommenden Elementen herbeigefiihrt wurde, also 
zumindest iiberhaupt Anderungen in der Oxydationslage des Kérpers 
erzeugt wurden, bei denen die einzelnen Quoten des zu oxydierenden 
Materials sich nicht in genau gleicher Richtung beeinflu8bar ermesen. 
18* 














H. Krohn u. W. Barwolff: 


Experimenteller Teil. 


Beide Versuchsreihen wurden an je einer Gruppe von zehn miannlichen, 
weiBben Ratten ausgefiihrt. Jede Gruppe wurde in einem gemeinsamen Stoff 
wechselkafig gehalten, dessen Siebboden es gestattete, Harn und Kot getrennt 
aufzufangen. Jede Versuchsperiode dauerte 7 Tage, an den zwei ersten 
Tagen jeder Periode wurde das jeweilige zustandige Futter gegeben, ohne 
daB der Harn analysiert wurde. An den folgenden 5 Tagen wurde dann de 
Harn auf seinen Gehalt an C, Vakat-O und N untersucht. Dadurch wurde 
erreicht, da beim Wechsel der Versuchsbedingungen von einer Periode zur 
anderen die Tiere 2 Tage Zeit hatten, sich auf die neuen Bedingungen 
einigermaBen einzustellen. Immer fraBen die Tiere die genau zugemessene 
tiigliche Nahrungsmenge quantitativ auf. Die Nahrungsmenge, welche 
zehn Tiere pro Tag in den entsprechenden Versuchswochen erhielten, ist 
in den diesbeziiglichen Tabellen zusammengestellt. Die Nahrungsbestand- 
teile wurden, bis auf die Vitamintrager, Lebertran und frischen Citronensaft, 
zu einem Brei gekocht, nach Abkiihlen des Breies wurden die Vitamin 
trager untergemischt. 

Der Stickstoff wurde nach der Halbmikromethode von Ajeldahl, der 
Kohlenstoff nach der Mikromethode von Nicloux-Osuka (6), der Vakat- 
Sauerstoff nach der Mikromethode von Miiller-Kanitz (7) bestimmt. Der 
Kot wurde periodenweise gesammelt, bei 100° C getrocknet und der N-Gehalt 
ermittelt. Die Harne waren immer frei von EiweiB und Zucker. 


1. Futtertabelle. 
Es enthielten: 


lb polgastoticiiiccken:. < sc a. bos cy Kc Se 3) oe, ORB @ N 
Dee i 5 YG hee, Han Gee Siwy, Sek. Se, ee a 
ie 6? ah 3s ok eee ee Oe wlaeies, CAR a 
Ce CO is ei OS ee eo a eee 
Periode 1: 

see Aga Tet ae eo Mera OR ee EY TT 
Lebertran ols FETS A Neon S 50 hs Ga Rg (ghee enty Pir or wrcaaiens 20,0 cem 
PAR o 85 Oy SEU re eee tase ouks 37 Crs ee 
Baas Speen ea, as Heiss 3 Se) ee ee ee OS 
MMAR SS loa te cence te -apbcmorrauiet gif onsets 2,0 ¢ 
oe | SE ae ET nee ee er 
Wasser ... efi blog be Leck Os. a 


54,0 Kalorien pro Tier und Tag. 
Periode 2 und 3: wie bei 1, aber tdgliche Zulage von 0,5 q l-Cystin. 
54,0 Kalorien pro Tier und Tag. 


Periode 4: 


ee On Rg eee es Cem 
Pe Se SS Oe ee, © a ee 
OE SRI SRN tae og tS Si Ne ad te aN ee cm eee 0,3 g 
IEE pare ge ee ep ee Te eee er en 2,0¢g 
Ceimanare oe ee a pe ae is 22a? Se ee 
Wasser... PURDEIOe ns ge Feet as ole. er 


54,0 Kalorien pro Tier und Tag. 
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Periode 5: wie bei 1, aber tdgliche Zulage von 0,5 g l-Cystin. 54,0 Kalorien 


pro Tier und Tag. 


Der prozentuale N-Gehalt der Nahrung war in allen Versuchsperioden 
fast genau derselbe bis auf die Perioden mit der |-Cystinzulage, in denen er um 
die geringfiigige Cystin-N-Menge erhéht war. Der prozentuale Eiweib-, 
Fett- und Kohlenhydratgehalt der Nahrung wie ihr Kaloriengehalt waren in 
allen Perioden annihernd gleich. Aus den Mittelwerten fiir C, Vakat-O 
und N jeder Periode wurden die Quotienten C:N, Vakat-O:N berechnet. 


1. Ubersichtstabelle. 
Mittelwerte fiir die einzelnen Perioden. Alle Werte beziehen sich auf zehn 
Tiere und 1 Tag, nur die Werte fiir den Trockenkot und Kot-N auf zehn Tiere 
und 5 Tage, das Kérpergewicht auf 1 Tier. 





Korper- Harn-C Harn- Harn- Vak: —_—e 
Periode —gewieht |H@rm-C\Vakat-0 No: Nn Vakat) Kot-w Trocken-” N Bilanz 
Nr. g mg mg mg g g 
om | 163,2 726,0| 872,7 527,4 1,376 1,654 0,5219 10,8540 +0,059 11 


II 
Casein und | 163,0 348,1 620,5 291.4 1,194 2.129 0.4516 8.2705 +0,094 72 
0,5 g 1-Cystin 

III | | 
Casein und '$162,4 | 499.1) 866,6 447,5 1,115 1,936 0.2656 5.2250 +0,082 83 
0,5 g 1-Cystin | 


IV 
Kartoffel- | 160,4 777,8 | 1488,9 429.8 1,809 3,464 1,6012 34,1640 +0,043 30 
flocken 
V 
Kartoffel- 1599 907.9 2248.0 437,6 2,074 5,137 1.5473 31,0495 «0,037 56 
tlocken und | 
0,5 ¢ 1-Cystin 


ey 


2. Futtertabelle. 
Es enthalten: 1 g I-Cystin = 0,212 g N, 1 g Starke = 0,0008 g¢ N. 


Periode 1: 
SS ee ee era 
See a oe ee ne ee 
ER Sy Pee one SDs ly, Sel ale Ae Dee 
PPM seo en! see iy. ls Se 2,0 ¢ 
a a a i: 
Wasser .. . Re Mal et De ee 


Etwa 58,0 Kalorien pro Tier. 
Periode 2 und 3: wie bei 1, aber tdgliche Zulage von 1,0 g l-Cystin. Etwa 
58,0 Kalorien pro Tier. 











H. Krohn u. W. Barwolff. 





2. Ubersichtstabelle. 
Die Zahlen fiir C, Vakat-O, N und die N-Bilanz sind Durchschnittswert: 
fur zehn Tiere an einem Tage jeder Periode, die Zahlen fiir das Kérpe: 
gewicht sind Mittelwerte fiir ein Tier an einem Tag jeder Periode. Der Kot-N 
Wert ist der absolute Wert fiir zehn Tiere und die fiinf Analysentag: 
jeder Periode. 





; Koérper- . _Harn- 3 ; N- . 
Periode gewieht Harn-C yakat.o Harm-N ¢. bors Bilanz Kot-N 
Nr. g mg mg mg es g g 
I l wee enc ne - - . ~p 
’ Aer 56.8 503.2 66 30. 219 0.03583 0.5509 
EiweiBfreie Kost | 156. 03.2 667.7 3041 1.6% 195 N3583 0.550 
II 


Kiweibfreie Kost ‘cuba 949.2 442.3 170.7 1459 2.591 — 0.00104 0.5385 
ind 1,0g¢ 1-Cystin 


taglich 
III 
Kiweibfreie Kost 6 ‘ aR \-OAn 9 aa: — 
eee 150.4 291.1 609.6 207.8 1400 2,983 — 0.00400 0.501) 
und 1,0g 1-Cystin 
taglich 


Die 'Trockenkotmengen betrugen in der Periode I: 11,464 g, in de: 
Periode II: 10850 g, in der Periode III: 11370g an den 5 Analysen 
tagen bei 10 Tieren. 
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Beeinflussung der Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel 
durch die Qualitét unterschiedlicher Nahrungseiweibe’. 
Von 
Hans Ewald. 
Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologisehe Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 25. November 1936.) 


Im Anschluf an die Untersuchungen von A. Bickel (1) iiber die Oxy- 
dationslage im intermediadren Stoffwechsel wurde verfolgt, wie sich die 
Harnquotientenlage gesteltet, wenn ein pflanzliches Eiweif, das eme hohe 
Harnquotientenlage auslést, durch ein tierisches EKiweil3, dem eine niedrige 
Harnquotientenlage zusteht, in N-aquimolarer Menge partiell in bestimmtem 
Umfange etsetzt wird. Zweitens wurde die gleiche Untersuchung mit zwei 
pflanzlichen EiweiBen gemacht, von denen das eine eine hohe, das andere 
eine niedrige Harnquotientenlage nach sich zieht. Es zeigte sich, da in 
heiden Fallen bei der Mischung von einem Drittel Eiweifi mit sehr hoher 
und zwei Drittel Eiweif mit niedriger Harnquotientenlage, wenn mit dem 
EiweiB mit hoher Quotientenlage vorgefiittert und dieses dann partiell ersetzt 
wird, bei einer kontinuierlich fortschreitenden Senkung Quotienten er- 
reicht werden, die in der Nahe desjenigen Wertes liegen, der dem Eiweil 
mit niedriger Harnquotientenlage entspricht oder ihn unterbietet. Dab ein 
solcher Mischungsversuch nicht stets in dieser Weise verlaufen muB, zeigen 
die Untersuchungen von Possner (2) und Fritze (3), die bei einer Mischung 
zweier unterschiedlicher EiweiBstoffe vor dem Abfall der Kurve zuniichst 
einen starken Anstieg feststellen konnten (Ubergangsstadium !) 

Bei meinem vorliegenden Versuch, der mit einer Mischung von Hafer- 
mehl und destin in der iiblichen Weise an zehn Ratten angestellt wurde, 
sanken nach der Zumischung von Edestin zum Hafermehl zunachst die 
Harnquotienten, wie man das auch erwartet hatte, weil das Hafermeh! 
eine hohe, das Edestin aber eine niedrige Harnquotientenlage bedingt. Im 
Verlauf der zweiten Woche der Fiitterung mit der Mischung aber erhoben 
sich die Quotienten wieder, wobei C:N annihernd den Wert erreichte, der 
bei der alleinigen Hafermehlgabe vorhanden war, wahrend Vakat-O:N 
seinen Anfangswert betrachtlich iibertraf. In der dritten Woche der 
Fiitterung mit dem Gemisch anderte sich im Verhalten der Harnquotien 
ten nichts Wesentliches mehr. Als dann in einer SchluBperiode Edestin 
als alleiniges Nahrungseiwei} verabfolgt wurde, nahmen die Harn 
quotienten sofort die Lage ein, die schon frither von Hirscher (4) als fii 
das Edestin charakteristisch festgestellt wurde und die der entsprechenden 


Lage bei der Caseinfiitterung sehr Ahnlich ist. 


' Kurze Mitteilung aus einer Dissertationsarbeit. 











H. Ewald: 


Mein Versuch zeigt von neuem, wie streng individuell die Auswir 
kungen bestimmter NahrungseiweiBmischungen auf die Oxydationslay: 
des Korpers im Zwischenstoffwechsel sein kinnen; er bringt zugleich da: 
erste Beispiel fiir die Mischung zweier pflanzlicher Eiweife, bei der da. 
mit dem niedrigen Harnquotienten verkoppelte EiweiB in dem Edestin 
eine reine, chemisch genau definierte Substanz ist!. 

Das Verhalten der N-Bilanz anderte sich wahrend des ganze1 
Versuchs nicht im geringsten. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuchsanordnung entspricht der in der vorstehenden Arbeit 
von Krohn und Bdrwolff beschriebenen. 


Futtertabelle fiir 10 Ratten und 1 Tag. 


De GRR ok RGR ee wes acs) ss eS 
L@ Batermab).. ....6- sas 4 ws sw hs OOM A 
beet 5g ce nc wee ook hk a 
be Rtheke. 6k Go ee es hos (en OOOOH 
Periode 1. 
Hafermehl. .... . 55,02¢ Salzgemisch. . . . 1,00 g 
Lebertran . . . . . . 20,00 cem Citronensaft. . . . 10,00 cem 
Prigker cs st lt es SOMOG Wasser... . . . 600,00 cem 


Periode 2, 3 und 4. 


\/; Hafermehl . . . . 18,34¢ * Searme'. 2. s,s BOO eg 
Bastin... . . S80 Salzgemisch. . . . 1,00 g 
Lebertran . . . . . . 20,00 cem Citronensaft . . . 10,00 cem 
yutier wee Wasser .. . . . . 600,00 cem 
Periode 5. 

Paettie 8 tO Re Salzgemisch. . . . 1,00 g 
Lebertran . . . . . . 20,00 ccm Citronensaft. . . . 10,00 cem 
PROP 6 is +) ee Wasser ? . . . . . 600,00 ecm 
Starke ...... . 20,00¢ 


Der Prozentgehalt an N der Nahrung war in allen Versuchsperioden 
derselbe, der prozentuale Eiwei8-, Fett- und Kohlenhydratgehalt de: 
Nahrung wie ihr Kaloriengehalt waren in allen Perioden annahernd gleich. 

Dauer der Periode 1 bis 4 je 7 Tage bet je 5 Analysentagen, der Periode 5 
6 Tage bei 4 Analysentagen. (Die Analysentage sind die letzten Tage jede: 
Periode.) 

Die Zahlen fiir C, Vakat-O, N und die N-Bilanz sind Durchschnittswerte 
fiir zehn Tiere an einem Tag jeder Periode. Die Zahlen fiir das Kérpe1 
gewicht sind Mittelwerte fiir ein Tier an einem Tag jeder Periode. De: 
Kot-N-Wert, sowie die Trockenkotmenge sind die absoluten Werte fii! 
zehn Tiere und die 5 bzw. 4 Analysentage jeder Periode. 


+ Bei dem ersten Versuch iiber die Mischung pflanzlicher EiweiBe, den 
kK. H. Lehmann (5) mitgeteilt hat, war das mit der niedrigen Harnquotienten 
lage verkoppelte Eiwei8 ein in der Natur vorkommendes EiweiBgemiscl 
das Klebereiweifi des Weizenkornes, das aus Gliadin und Glutenin besteht 
Das Edestin war von der Firma Dr. Th. Schuchard, Gérlitz, bezogen worden. 
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Beeinflussung der Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel usw. 


U bersichtstabelle. 





Koérper- Harn- | Harn-  Harn- Trocken- 


Periode gewicht Vakat-0| N C:N bg N-Bilanz Kot-N kotmenge 
Nr. g mg mg mg oe g g £ 


I 


Hafermeh| 
Il 
|, Hafermehl, (| 171,4 550.9| 787,8 438,2 
*', Edestin 
Ill 
1, Hafermehl, | 169,2 772,5 1740.4 503.2 1,535 3,458 + 0.0563 0,6628 13,3840 
2/, Edestin | 
IV 
1/, Hafermehl, | | 167,8 748,6 | 1326,5 494.6 1,513 2,681 + 0,0545 0.7986 15.5710 
2/5 Edestin 


. V 3 1164.5 482.8) 704.1 408,0 1,183 1.726 + 0,0612 90,7182 11,4695 
destin | 


| 172,0 791,2 1141,5 491,0 1,611 2,324 + 0,0543'0,7446 17,2280 


1,797 |- 0.0612 0,7418 14,0225 


—_ 
to 
io 
~I 
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60, 5, 1936. — 3) Fritze, ebenda 60, 12, 1936. —— 4) Hirscher, diese 
Zeitschr. 288, 110, 1936. — 5) K.H. Lehmann, ebenda 287, 433, 1936. 








Die biologische Wirkung von Jodeiweib-Brom-Verbindungen 
auf die Metamorphose des Axolotl. 
Von 
Walter Brandt. 


(Aus dem Anthropologischen Institut der Universitat Kéln.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1936.) 


Im Jahre 1931 habe ich in dieser Zeitschrift zusammen mit JJattis 
und Nolte iiber die besonders starke metamorphosebeschleunigende 
Wirkung von JodeiweiB nach vorausgegangener tryptischer Verdauung 
bzw. Barythydrolyse berichtet. Dies hydrolysierte Jode‘weiB erwies 
sich im Axolotlversuch biologisch besonders wirksam. Abelin (1921) 
hatte bereits fiir Dijodtyrosin und eine Reihe weiterer Jodeiweil- 
produkte ebenfalls eine metamorphosebeschleunigende Wirkung fest- 
gestellt. Diesen positiven Ergebnissen stehen nun auf der anderen Seite 
negative Befunde gegeniiber. So ist z. B. nicht aufgespaltenes Jod- 
eiweiB vor der Hydrolyse biologisch nicht wirksam. 

Dies verschiedene Verhalten der JodeiweiBverbindungen macht 
eine weitere Nachpriifung notwendig, insbesondere weil auch thera 
peutisch JodeiweiBverbindungen bei, Schilddriisenerkrankungen bald 
mit positivem, bald mit negativem Erfolg beim Menschen verabreicht 
werden. 

Material. 

Als neues Jodeiweiljpraparat verwandte ich das synthetische Jod 
Brom-EiweiBpraparat ,,Jobramag**!, weleches 4°, Jod und 10% Brom 
enthalt in Angleichung an das ungefaihre prozentuale Verhaltnis von Jod 
und Brom in den natiirlichen Heilquellen. ° 

Als Versuchstiere dienten Axolotin, deren Kiemen- und Schwanzsaum 
reduktion als feinster biologischer Titer auf Schilddriise bzw. Jodeiweils 
velten kann. Zugleich wurden zw6lf genaue Messungen bestimmter K6rper- 
teile vorgenommen (Tabelle), welche einen exakten Vergleich der Reaktion 
erméglichten. Alle Versuchstiere waren biologisch gleichwertig, d.h. sie 
entstammten demselben Laich, waren etwa gleich groB, gleichen Geschlechtes 
und unter denselben Umweltbedingungen aufgewachsen. 

CGemessen wurde vor Versuchsbeginn und 7 Wochen nach Auttreten 
der ersten Anzeichen der Metamorphose. An 17 derartigen biologisch gleich 
wertigen Axolotin wurden insgesamt 408 Messungen vorgenommen und 
die Zu- bzw. Abnahme der Wachstumsverschiebungen errechnet. 

Es wurden immer vier biologisch gleichwertige Tiere zu einem Versuch 
herangezogen: Nr. 1 bis 4, 5 bis 8, 9 bis 12, 13 bis 16 und 17. Die Tiere Nr. 1, 
5, 9 und 13 erhielten in neun Fiitterungen dem Fleisch beigemischt je 2 mg 
Gl. thyr. siec. Merck. Nr. 2 und 3, 6 und 7, 10 und 11, 14 und 15 erhielten 


Hersteller: Chemische Fabrik Tempelhof. 
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W. Brandt. 


zu 2 mg Schilddriisenpulver die gleiche Menge Jobramag. Die Tiere Nr. 4, 8. 
12, 16 und 17 erhielten nur 2 mg Jobramag jeweils in den erwaéhnten neun 
Fiitterungen. 6 Tage vor der zweiten Messung wurde mit Ausnahme bei 
den Jobramagtieren dem Wasser auf 1 Liter leem Thyroxin Schering 
zugesetzt. 


Ergebnisse. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Tiere, welche nur Schild 
driisenpulver erhalten hatten, eine besonders starke Reduktion der 
Kiemenlinge und der Schwanzsaumhéhe aufwiesen. Dagegen ist 
besonders auffallend, daB die Thyroxin-Jobramagtiere durchaus keine 
Metamorphosebeschleunigung zeigten, sondern wesentlich lingere 
Kiemen und einen wesentlich héheren Schwanzsaum hatten als die 
Thyroxintiere. Die Tiere, die nur Jobramag erhalten hatten, zeigten 
keinerlei Anzeichen von. Metamorphose, sondern waren im Wachstum 
fortgeschritten wie normale Tiere. 

Zusammenfassend ergibt sich, daB Jobramag auch in Kombination 
mit Schilddriisenpulver keine metamorphosebeschleunigende Wirkung 
besitzt. Axolotln, welche zum Futter Jobramag erhalten, wachsen weiter 
wie normale Tiere. 

Literatur. 

Abelin, diese Zeitschr. 116, 138, 1921. — Brandt, Mattis, Nolte, ebenda 
243, 369, 1931. —- Mislowitzer, Med. Klin. 1929, Nr. 12. — Winkler, Zeitschr. 
f. orthop. Chir. 55, 1931. W. Wolf, Arztliche Korr., H. 10, 1932. 
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Die Spaltungsprodukte des Glutathions im lebenden Gewebe 
und die Beziehung des Glutathions zum proteolytischen Abbau 
bei der Ausbreitung von Krebsgeschwiilsten. 


Von 
A. Rosenbohm. 
(Aus dem Krebsinstitut der Universitat Hamburg.) 


(Eingegangen am 3, Dezember 1936.) 


I. 

Wir haben vor kurzem (1) dariiber berichtet, daB nach unseren Be- 
funden normale Gewebe (Hirn, Leber, Niere) und das Jensen-Sarkom 
der Ratte auBer GSH noch einen anderen SH-Kérper, und zwar Cystein 
oder Cysteinylglycin enthalten. Nachdem Woodward, Munro und 
Schréder (2) sowie Schroder, Munro und Weil (3) mitgeteilt hatten, daB 
sie bei der Aufspaltung einer wasserigen Lésung von GSH durch Anti- 
ylyoxalase (aus wasserigem Nierenextrakt) Glutaminyleystein erhalten 
hatten, haben wir das GSH, das in feinverteilten Suspensionen von 
normalen Rattengeweben Leber, Hirn oder von Rattensarkomen 
vorlag, durch die Antiglyoxalase eines frischbereiteten Nierengewebs- 
breies abgebaut. Unter unseren experimentellen Bedingungen wurde 
zwar das gleiche Abbauprodukt Glutaminyleystein erhalten, 
aber die Spaltung verlief nicht wie unter den experimentellen Be- 
dingungen der genannten Autoren erst in einigen Stunden, sondern sehr 
rasch (Tabelle 1). Hieraus ergibt sich, daB in antiglyoxalasereichem 
Nierengewebe, das erst mehrere Minuten nach seiner Entnahme fixiert 
wird, nicht mehr Glutathion, sondern nur dessen Spaltprodukt 
Glutaminyleystein gefunden werden kann. 

Da die Spaltungsvorgiinge erst mit Fixierung der Gewebe auf- 
gehoben werden, ist es verstandlich, daB spite Fixierungen ungeeignet 
sind, die in vivo-Verhaltnisse wiederzugeben. Die Untersuchung von 
méglichst unmittelbar fixiertem Nierengewebe (‘Tabelle II) ergab dann, 
daB jedenfalls in bestimmten Teilen der Niere in vivo ebenso un- 
gespaltenes GSH vorliegt, wie in den iibrigen Organgeweben, dab 
dieses aber bei der gew6hnlichen langsamen Fixierungsweise nicht mehr 
erfaBt werden kann. 

Tabelle II gibt die Befunde an den zwei Nieren ein und derselben 
Ratte. Die eine Niere, bei der die EiweiBfallung 15 bis 45 Sekunden nach 
dem Tode des Tieres beendet war, ergab einen niedrigen, die andere 
Niere, bei der die EiweiBfallung 10 bis 15 Minuten nach dem Tode des 
Tieres beendet war, einen relativ hohen Gesamtreduktionswert. Der 
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Tabelle 1. Glutathionspaltung in den Organen durch zugesetztes 
Nierengewebe (Antiglyoxalase). 
Auf lg Organgewebsbrei kommen 100 bis 300mg Nierengewebsbrei. 
Infolge der Spaltung tritt Senkung des kolorimetrischen SH-Wertes und 
Steigerung des Gesamtreduktionswertes auf. Methodik wie in (1) und (5 
des Literaturnachweises. 





Kinwirkungsdauer Kolorimetrischer SH-Wert Titrimetrischer 
der Antiglyoxalase als GSH Gesamtreduktionswert 
Min. gefunden berechnet gefunden berechnet 


a) Leber. 


2 520° = S65 15,61 << ° 1882 
30 4,4 > 74 12.6 < 12,2 
60 444 —-» 7,86 : 

b) Hirn. 
10—15 154 —~> 271 12,35 < 11.3 


c) Jensen-Sarkom der Ratte. 
15—30 2.73 —-» 385 21,9 + 1 
215 — . 2.85 
d) Reetum-Ca 549 (Mensch) 
2.69 = 3,58 
Die Zahlen in Spalte 2—5 geben den Jodverbrauch (n/200) auf 10 g Gewebe an 
Die ,berechneten* Werte in Spalte 3 und 5 ergeben sich aus Kontrollversuchen, in dene: 
die Werte fiir jedes Organ, z. B. Leber und Niere, fiir sich bestimmt wurden. Sie wurden 


unter Beriicksichtigung der Organgewichte, die im Versuch benutzt wurden, auf 10g 
Organgemisch umgerechnet. 


D> 
“J 





Tabelle Il. Rattenniere, Spaltung des GSH nach Herausnahme 
des Organs. 





Nrattonsdacer H (kolorimetriseh Gesamtreduktionswert 


ermittelt) (Jodtitrationswert) 
15—45 Sek. A 7,5 ee 
10—15 Min. 1 5,6 v 12.8 


hohe Reduktionswert des spat fixierten Nierengewebes kommt dadurch 
zustande, daB bei relativ spater Fixierung des Gewebes aus dem GSH 
Glutaminyleystein abgespalten wird und das entstandene Dipeptid, 
ebenso wie es friiher (4) fiir das Cystein nachgewiesen wurde, unter den 
Versuchsbedingungen einen héheren Jodverbrauch — Verdiinnungs 
faktor — als das Tripeptid hat. DaB gleichzeitig mit dem Anstieg des 
Jodverbrauchs der kolorimetrisch (Nitroprussidreaktion) gemessenc 
SH-Wert abfallt, ist nach unseren friiheren Untersuchungen (1) ebenfall- 
dafiir charakteristisch, daB eine Glutathionspaltung erfolgt ist. Setzt 
man die kolorimetrische Intensitét der Nitroprussidreaktion eine! 
GSH-Lésung == 1, so ist die einer aquimolaren Cysteinlésung = etwa?), 
und die bei der Spaltung des GSH von normalem Nierengewebe er- 
haltene liegt zwischen 1 und 1/, (vgl. Tabelle 11). Wir nehmen an, dali 
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diese Abnahme der Intensitat der Nitroprussidreaktion durch Bildung 
von Glutaminyleystein erfolgt und die Intensitaét der kolorimetrischen 
‘eaktion dieses Dipeptids —- ebenso wie die des Cysteins — annahernd 
halb so groB wie die von GSH ist. Eine direkte Priifung dieser An- 
nahme war bisher nicht méglich, weil uns Glutaminyleystein nicht 
zur Verfiigung stand. 

Aus den eben mitgeteilten Bestimmungen folgt, da der auffallend 
niedrige SH-Wert (1) (5) der Niere, der sich aus den _ friiheren 
kolorimetrischen Bestimmungen ergab, durch die bei ihnen angewandte 
Untersuchungsmethodik bedingt war und dab nach unseren neuen 
Bestimmungen —- die Nicre einen doppelt héheren SH-Gehalt hat und 
daB dieser durch Glutaminyleystein und nicht durch GSH bedingt wird. 

In den Geweben aller ibrigen von uns untersuchten Organe wird 
dagegen anaerob als Spaltprodukt des Glutathions (z. B. Tabelle IIc) 
Cysteinylglycin gebildet. Wir machen diese Aussage auf Grund unsere1 
Erfahrung, daB sich das GSH und seine Spaltprodukte durch die 


Tabelle Illa. Organe und Jensen-Sarkom der Ratte. 





Kontrolle a ae a Mit Milehsiurezusatz 
10 bis 20 Min. on ee saeco 22 6 
bei 20° weer P 3 Std. bei 399 22 Std. bei 39° 
Leber. 
Gesamtreduktion 16,65 37,4 27.6 50,9 
SH kolorim. . . 9.94 14.75 16.0 26.9 
Gesamtreduktion 16,8 32.5 37.5 54 
SH kolorim. .. 10,2 11.2 21.4 33.7 
Hirn. 
Gesamtreduktion 12,25 10,2 15,8 15,7 
SH kolorim. . . 2.65 0.98 3.6 3,97 
Niere. 
Gesamtreduktion 16 41.4 42.4 
SH kolorim. . . 20,4 24.4 
Milz. 
Gesamtreduktion 12,95 37 
SH kolorim. . . 4.13 12,42 
Hoden. 
Gesamtreduktion | 14,7 28,2 
SH kolorim. . . 7,15 
Gesamtreduktion | 13,5 23.2 - 
SH kolorim. . . 7,9 12.7 
3 Std. bei 39° 22 Std. bei 39° 
Sarkom. 
Gesamtreduktion 13,7 14,7 4.65 at2 25,4 
SH kolorim. . . 4.4 3.1 0,95 10,3 14.8 
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Tabelle IIIb. Menschliche Carcinome. 








. Versuch 
Kontrolle ~— te B : 
10 bis 30 Min. bei 200 3 Std. bei 399 mit Milch- 
siurezusatz 
Magen-Ca 565. 
Gesamtreduktion .... . 13,9 34,5 
SH kolorimetriseh . . . . 4,5 15,4 
Mamma-Ca 566. 
Gesamtreduktion .... . 7,48 9,49 
SH kolorimetrisch .... 2,2 4,1 
Pectoralis Muskel bei Ca 566. 
Gesamtreduktion .... . 4,5 6,8 
SH kolorimetrisch. . . . . 3,5 4.5 
Tabelle 1]Ic. Meerschweinchenleber 
(ohne Milchsaéurezusatz). 
Versuch 


KontroHe ~ 


1 Std. bei 20° 1 Std. bei 52° mit Milch- 


siurezusatz 


Gesamtreduktion . . . .. 18,2 21:2 
SH kolorimetrisch .... 9,46 4,9 
Gesamtreduktion ..... 23,8 22.4 
SH kolorimetrisch. . . . . 12,4 6,38 


Die Organe wurden als Gewebsbrei verwendet. 


Intensitat der Sullivan-Reaktion unterscheiden lassen. Diese ist am 
vroBten fiir das Cystein, ist weniger intensiv fiir Glutaminylcystein, noch 
kleinér fiir Cysteinylglycin und am schwachsten fiir Glutathion. 
Glutaminyleystein > Cysteinylglycin > Glutathion 


(Niere (autolysierte Leber) (Leber 
nach 10 Min. fixiert) nach 10 Min. fixiert). 


Cystein 


- 


Die Reaktion!, die wir bei der autolytischen Spaltung normaler 
Gewebe erhalten, fallt schwiacher aus als wir sie bei Gegenwart von 
Glutaminyleystein erwarten miiBten, und da sich aus dem Auftreten 
eines héheren Verdiinnungsfaktors ergibt, da8 eine Spaltung des GSH 
stattgefunden hat und andere Spaltprodukte des GSH, die eine Nitro- 
prussidreaktion geben, auBer dem Cysteinylglycin nicht bekannt sind, 
mu dieses als Spaltprodukt in den anderen Geweben vorliegen. Nach 
Angaben von Mason (6) (7) wird es schon in wasserigen Lésungen von 
GSH in Abhangigkeit von Temperatur und Zeit langsam gebildet. 


' Genauere quantitative Angaben kénnen wir nicht machen, da 1. die 
Dipeptide uns nicht als Reinsubstanzen zur Verfiigung standen, und da 
2. die Sullivan-Reaktion in den Gewebsextrakten wegen stérender Bei- 
mengungen, welche die typische Farbe iiberdecken und rasch andern, nur 
roh ausgefiihrt werden konnte. 
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Hiernach wird das freie Glutathion der Gewebe in der Niere zu 
Glutaminyleystein — und in allen anderen Organen zu Cysteinylglycin 
yespalten. Es ist anzunehmen, da mit dieser Spaltung dem Glutathion 
ein Teil seiner Eigenschaften als spezifischer Aktivator von Ferment- 
prozessen — vor allem der Methylglyoxalase — verlorengeht. 


Il. 

Nachdem durch diese Ergebnisse die Wege des Glutathionabbaues 
in verschiedenen Geweben des Kérpers geklart waren, wollten wir unter- 
suchen, unter welchen Bedingungen die Aufspaltung des GSH zu den 
SH-haltigen Dipeptiden zustande kommt. 

Setzt man eine Saure, z. B. Milchsiure, in schwacher Konzen- 
tration zu einem Organbrei zu, so steigt der Gesamtreduktionswert 
und der kolorimetrische SH-Wert in dem Gewebsbrei nach einiger Zeit 
stark an (Tabelle III). Wir erhalten also keine GSH-Spaltung, denn 
diese hatte den kolorimetrischen SH-Wert senken miissen. 

Kine erhebliche Zunahme des titrimetrischen Gesamtreduktions- 
wertes erfolgt in der Rattenleber (Tabelle II1a) schon ohne den Milch- 
saurezusatz. Wir fiihren dies auf eine anaerobe Milchsdurebildung im 
Lebergewebe zuriick. Bei unseren Versuchen benutzten wir ebenfalls 
Milchséure, und zwar in Konzentrationen von 0,0035 bis 0,014 n. Mit zu- 
nehmender Konzentration und zunehmender Versuchsdauer (bis zu 
24 Stunden) stiegen Gesamtreduktions- und SH-Werte an. Da die 
Zunahme der SH-Kérper in diesen Versuchen selten parallel mit der des 
Gesamtreduktionswertes erfolgte, ist die Zunahme des Gesamtreduktions- 
wertes nicht allein auf Glutathion zu beziehen. Von dem GSH, das durch 
die Milchsaure freigesetzt wird, bleibt ein Teil ungespalten, und wir 
kénnen zur Zeit keine Angabe dariiber machen, wodurch dies bedingt 
ist. Der iibrige Teil des freigesetzten GSH wird, auBer in der Niere, in 
der Regel waihrend des Versuchs zu Cysteinylglyein gespalten. Wie wir 
oben ausfiihrten, nimmt hierbei der kolorimetrische SH-Wert (Nitro- 
prussidreaktion) wesentlich schwacher als der titrimetrisch bestimmte 
Gesamtreduktionswert zu. 

Das neuentstandene lésliche GSH war in dem Eiweif urspriinglich 
gebunden (fixes SH von Hopkins). Es wird freigesetzt, sobald das 
Gewebseiwei8 aufgespalten wird. Dies ergibt sich daraus, daB mit zu- 
nehmender Milchséureeinwirkung das durch Trichloressigsdéure (5°) 
fillbare EiweiB gleichzeitig abnimmt. Der Vorgang verlauft in den ver- 
schiedenen Geweben (Ratte) quantitativ verschieden. Die Gewebe 
weisen einen um so héheren Abbauwert auf, je héher ihr Eiweibgehalt 
ist (Tabelle IV und V). Die Niere zeigt mit etwa 90°, EiweiBabbau den 
héchsten Wert. Es folgen Milz mit 80°,, Leber und Jensen-Sarkom 
mit 70°, Hirn mit etwa 30°. Menschliches Serum zeigt keinen Fiweib- 
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Tabelle 1V. EiweiBabbau in Rattenorganen bei 24stiindiger 
Milchsaureeinwirkung. 





| EiweiBmenge in 10g Milchsture- 
Organ Gewebe || Abbau = konzen- 
: nanemeantcemnenenreineeveennevmcet| $9 O/, | tration im 
Kontrolle Versuch I Versuch 
Niere - ++: > 2,11 0,195 89 | 0,014 n 
1,99 0,456 77 =| :0,0085n 
oh athe | 1,91 0,597 | 70 | 0,016 n 
er | 0,706 64 | 0,0079n 
1,62 0,38 77 =| 0,011 n | Sarkomratte 
Milz 1,88 0,41 82 | 0,014 n 
| 1,45 | 
nr ee ee 1,45 0,46 67 | 0,014 n_— \H,S-Abscheidung im 
; ; | 1,27 0,397 69 | 0,011 n J Versuch 
1,28 | 
Hirt {1,86 0,97 85 | 0,014 n 
L 1,88 0,96 28 -| 0,014 n 
| 0,886 0,884 0 | 0,019 n 
Serum . 0,884 0,894 ° 0 | 0,047 n | 
| 0,863 0 | 0,047 n | mit GSH-Zusatz 


Tabelle V. Eiw eiBabbau und Zunahme der Reduktionswerte. 








Jewichts- Reduktionswert (titrim.) 
abnahme des Zunahme 
Organeiweibes 
in 9p von | auf 

Ge of i ks eo Se er 0 ‘ 0 eem Jod 0 cem Jod 
SRE VO EIDE erhs Ratte 32 foe. oc bulee ew. 
ONES kas ee . 69 
Hoden . 4 6078: |162 , » (eae, 
Leber . “ 77 oe et 
Milz . ni hauls etme aoe ‘ etwa 82 Te « « Leet 
WONG 5 5a ey, . » 9 ey sy | ae 








abbau, auch nicht nach Zusatz von GSH. Dies ist méglicherweise 
dadurch bedingt, daB im Serum kein Kathepsin vorhanden oder daB es 
in ihm inaktiv ist. Dafiir, daB der Abbau in unseren Versuchen durch 
eine Aktivierung des Kathepsins zustande kommt, spricht, daB H. A. 
Krebs (8), der von anderen Vorstellungen ausgegangen ist und seine 
Versuche iiber die proteolytische Wirkung der Gewebe unter anderen 
Bedingungen durchgefiihrt hat, etwa die gleiche Reihenfolge der Organ- 
abbauwerte: Niere > Milz und Leber > Carcinom > Hoden und — 
ebenso wie wir — einen auffallend geringen proteolytischen Abbau fiir 
Hirn fand. Er fiihrt dabei den EiweiBabbau auf Kathepsinwirkung 
zuriick. Eine Autolyse von Gewebsproteinen wurde schon von 
Rondoni und Pozzi (9), allerdings an Glycerinextrakten der Leber und 
nach Zugabe von SH-Kérpern, beobachtet. Diese Autolyse erfolgte also 
nicht, wie bei unseren Versuchen, in mit Milchsaure versetztem Gewebs- 
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brei ohne jeden weiteren Zusatz, sie beruht aber wahrscheinlich auf 
dem gleichen Vorgang. 

Der Anstieg des Reduktionswertes, den Quensel und Wachholder' 
in einem Gewebsbrei erhielten, den sie 30 Minuten lang bei Sulfosalicy!- 
siurezusatz hatten stehenlassen, kommt ebenfalls durch Abspaltung von 
SH-Gruppen aus dem EiweiB und nicht, wie die Verfasser annehmen, 
durch Reduktion von im Gewebe vorhandenem, freiem oxydiertem 
Glutathion zustande. Eine Berechtigung, den Anstieg des Reduktions- 
wertes zur Bestimmung des im Gewebe vorhandenen oxydierten 
Glutathions zu benutzen, besteht hiernach nicht. 


Tabelle VI. H,S-Bildung in Tumorbreiaufschwemmung 
(etwa 20 Stunden bei 39,5°). 








Milchs&ure- 


Anstieg des 


Abnahme der 








H.S- ey ‘ 
ta Vaeeeh| Sone | “cue | ce eee 
Menschliches Sigmoid-Ca 561 | 0,014 n -- 9,95—21,6 67% 
Rattensarkom 2144 + 2146 | 0,014 n — 69% 
" 2167 0,011 n 4 16,2 —17,8 69%, 
> 2166 | 0,014 n schwach+ 10,1 —19 66 °,, 
4 2163 0,007 n ~- 15,5 —24,2 18% 
1. 2163 = -0,0035 n + 15,5 —14,2 46 % 
2163 0,014 n ie 15,5 —18 66% 
s 2188 0,0035n + 16,1 — 8,7 
‘ 2185 0,014 n schwach+ 16,2 —37,5 


Tabelle VIT. Gehalt an durch 5°,ige Trichloressigsaure fallbarem 
EiweiB von Rattenlebern mit und ohne Jensensarkom. 





esacnamals Reduktionswerte 
(| 1,98 14,1 cem n/200 Jod 
ee 491 18,2 , n/200 , 
| 1,99 13,8 , n/200 , 
1,94 146 , n/200 , 
1,62 20,0 , n/200 , 
Sarkomtrager . 1,54 i. mew . 
| 1,54 20,6 . n/200 


Die Werte sind bezogen auf 10g Frischgewebe. 


Aus Tabelle VII ergibt sich der bemerkenswerte Befund, dab 
die Proteolyse in Geweben der normalen Ratte (Leber) deutlich 
kleiner als die in Geweben von Ratten mit Jensen-Sarkom ist. Die Pro- 
teolyse scheint besonders hoch zu sein in den Geweben von Ratten mit 
stark nekrotischen Jensen-Sarkomen. Die Frage. wodurch dies bedingt 
ist, wird zur Zeit untersucht. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 72, 1935. 
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Die Reduktionswerte nehmen im allgemeinen mit zunehmende: 
Kiweibspaltung zu, in einigen Fallen und zwar besonders beim 
Jensen-Sarkom (Tabelle VI) tritt aber trotz EiweiBspaltung keine 
Zunahme, sondern eine Abnahme der Reduktionswerte auf. In diesen 
Fallen besteht eine H,S-Abspaltung. Diese ist unabhangig von der 
Konzentration der zugesetzten Milchsaure, ist aber auch unabhangig 
von der Konzentration der gewebseigenen Milchsaéure, die im Versuch 
héchstens 0,0025n betragt. Bei der Leber erfolgt ohne Milchsaure- 
zusatz keine H,S-Abspaltung (Tabelle [1]a), vielmehr steigen SH- und 
Gesamtreduktionswerte mit der Zeit deutlich an. 

Im Gewebsbrei kann also die Milchséure in Konzentrationen von 
30 mg-°, == 0,0033 n einen hydrolytischen EiweiBabbau bewirken. 
In normalen Geweben, wie Rattenhirn, fiir das wir einen Milchsaure- 
spiegel von etwa 47 mg-°% gefunden haben (10), ist der physiologische 
Milchsauregehalt noch héher und miiBte vollkommen ausreichen, um 
das Eiweif8 der verschiedenen Gewebe hydrolytisch abzubauen. 
Da ein Abbau aber in vivo im normalen Gewebe sicher nicht wie in vitro 
am Rattenhirn erfolgt, muB er im lebenden Organismus auf noch un- 
bekannte Weise gehemmt sein. Die Versuche sprechen nicht dafiir, 
daB die Hemmung der Spaltungsvorgange mit dem O,-Angebot in direkter 
Beziehung steht. — Wir stellten Versuche an mit Schiitteln und Luft- 
durchleiten, Zugabe von Luft und roten Blutkérperchen, Zugabe von 
H,O, zu Lebergewebsbrei. — Unter diesen Bedingungen wird zwar 
relativ weniger GSH als in der Kontrolle gefunden, aber die Eiweil- 
spaltung wird zu wenig gehemmt, um daraus bindende Schliisse ziehen 
zu kénnen. Verstandlicherweise kann man mit geeigneten Oxydations- 
mitteln alle reduzierenden Substanzen im Gewebe oxydieren und kann 
auf diese Weise auch die EiweiBspaltung aufheben. Dies gelingt aber nur, 
weil das proteolytische Ferment Kathepsin durch das dabei entstehende 
GSSG bzw. andere oxydierte Reduktionskérper nicht mehr aktiviert 
werden kann. Dies entspricht nicht den Bedingungen im lebenden 
Organismus, wo wir in Gegenwart von GSH keine Spaltung erhalten. 

Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB der O, an einem in der Grenz- 
flachenstruktur gebundenen Mechanismus angreift, der die Spaltung 
der Proteine in analoger Weise hemmt, wie die Spaltung der Kohlen- 
hydrate bei der Pasteurschen Reaktion. Fiir die Beantwortung dieser 
Frage ist unsere Versuchsanordnung ungeeignet, weil bei ihr die Grenz- 
flachenstruktur schon zu sehr geschadigt ist. 

Die Untersuchungen iiber den Einflu8 der Milchsaure auf den (an- 
aeroben) Abbau der Gewebsproteine wurden von uns durchgefiihrt, um 
die Frage zu klaren, welche Rolle die Milchséure beim Vordringen der 
Geschwulstzellen in das Nachbargewebe spielt. Wir haben aus diesen 
Untersuchungen erfahren, daB sowohl normale wie Geschwulstgewebe 
Milchsaéurekonzentrationen enthalten, die ausreichen, um die Gewebs- 
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proteine aufzuspalten. In normalen Geweben erfolgt unter diesen Be- 
dingungen keine Zerstérung des angrenzenden Gewebes und kein Vor- 
dringen des Epithels in die Nachbargewebe, wohl aber im Geschwulst- 
gewebe. Man sollte daher annehmen, daB in den Geschwulstzellen ein 
Faktor produziert wird, der in normalen Geweben nicht auftritt und 
diese Milchsiurewirkung auslést. Dieser ist vielleicht mit den Be- 
dingungen identisch, unter denen im Gewebsbrei das Eiweil} ab- 
gebaut wird. 

Wir haben in den Arbeiten der letzten Jahre mehrfach darauf hin- 
gewiesen, das die Krebszellen in die angrenzenden Gewebe erst vor 
riicken, nachdem deren spezifische Strukturen durch Milchsaure, die 
aus der Geschwulst in das angrenzende Gewebe eindiffundiert, abgebaut 
und aufgelést sind. In der vorliegenden Arbeit haben wir diesen Zer- 
stérungsvorgang weiter chemisch zu klaren versucht und gefunden, 
daB bei ihm als wichtiges Produkt GSH aus dem Gewebseiweib ab- 
gespalten wird. Dies kann fiir den Aufbau neuer Krebszellen verwandt 
werden, und kann weiter fiir die Aktivierung von Fermentprozessen, 
wie z. B. der Methylglyoxalasespaltung (Milchsaurebildung) und der 
Kathepsinspaltung (EiweiBabbau), dienen. Damit ist eine Bedingung 
der ununterbrochenen Vermehrung der Krebszellen aufgedeckt und 
weiter eines der Mittel nachgewiesen, die fiir das Vordringen der 
Krebszellen in die angrenzenden Gewebe mabgebend sind. 
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Beitrige zur Tryptophanreaktion nach Voisenet. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
S. Rapoport und W. Eichinger. 
(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie der Universitat Wien. ) 


(Eingegangen am 8, Dezember 1936.) 


Verfasser stellten sich die Aufgabe, die urspriinglich von O. Fiirth 
und F, lieben! angegebene quantitative Tryptophanbestimmungs- 
methode in einigen Punkten zu iiberpriifen und zu erginzen. Es wurden 
dabei folgende Beobachtungen gemacht: 

1. Uber dic Konzentration der Salzsdure bei der Reaktion. Es wurde 
festgestellt, dafs man die Wassermenge bis zu 6,5 ccm Wasser, das ist 
ein Drittel des Gesamtvolumens, vermehrén kann, ohne da# eine merk- 
bare Abschwachung der Farbstarke eintritt. 

2. Uber die Konzentration der zur Lésung der Eiweipkorper ver- 
wendeten Lauge. Die Versuche, die mit Fibrin und Casein angestellt 
wurden, zeigten, daB bei Verwendung von n/10 Lauge zur Lésung dieser 
EiweiBkérper die bei der Voisenet-Reaktion entwickelte Farbe bedeutend 
schwacher ist als wenn sie in starker Lauge gelést werden. Die Ab- 
schwachung betragt 25% (Mittel von fiinf Doppelversuchen). 

3. Beitrdge zur kolorimetrischen Tryptophanbestimmung in der Milch. 
Die Tryptophankolorimetrie in der Milch wird durch das in ihr ent- 
haltene fein suspendierte Fett ganz erheblich gestért. Zur Beseitigung 
dieses Ubelstandes erwiesen sich zwei Wege gangbar: 

a) Die Probe wird vorschriftsmaBig angesetzt und die Farbe voll- 
standig entwickeln gelassen, dann wird auf 20 cem mit konz. Salzsaure 
aufgefiillt, mit 5 ccm Essigester vermischt und durch ein trockenes 
gehartetes Filter filtriert. Die Reaktionslésung ist klar und kolori- 
metrierbar. Diese Methode ist vor allem fiir Magermilch geeignet; bei 
Vollmilch mu8 man mit dem Essigesterzusatz auf 10 oder gar 15 cem 
hinaufgehen. 

b) Die auf 20 ccm aufgefiillte entwickelte Farblésung wird bei 
2000 Touren 10 Minuten zentrifugiert. Dabei trennt sich die Fettschicht 
ausgezeichnet ab. Dieses Verfahren stellt eine Anwendung des Prinzips 
der Gerberschen Azidobutyrometrie dar, wobei hier die Salzsaure 
die Funktion der konz. Schwefelsaure itibernimmt. 

Bei Durchfiihrung der Kolorimetrie wurde beobachtet, daB die 
Milch die Reaktion mit rétlicher Farbe gibt und daB die quantitative 


1 Diese Zeitschrift 109, 124, 1920. 
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Auswertung fiir den Tryptophangehalt ihrer Eiwei8kérper einen zu 
niedrigen Wert liefert. Bei der Variation der Formaldehydmenge zeigte 
es sich, daB man mit einer viel geringeren Formaldehydmenge als der 
der iblichen Vorschrift (ein Tropfen 2 °,iges Formaldehyd) eine starkere 
und reinere Farbe erzielen kann. Das Maximum der Farbstarke war 
schon mit einem Tropfen 0,1- bis 0,2°%igem Formaldehyd erreicht, 
um bei einem Tropfen 0,8 % igen Formaldehyds schon abzusinken und 
einen rétlichen Ton zu bekommen. Bei der quantitativen Auswertung 
des modifizierten Verfahrens gegen Casein und Tryptophanstandard er- 
gab sich als Mittel von sieben Doppelbestimmungen ein Tryptophan- 
wert von #,128% in der Milch, was einem Durchschnittswert fiir die 
EiweiBkérper von 3,65°, entspricht, gegeniitber einem Werte von 
0,064 % in der Milch oder 1,83 °%, fiir GesamteiweiB bei iiblicher Durch- 
fiihrung der Reaktion. Der theoretische Wert, aus dem bisher geltenden 
Wert fiir Casein und Lactalbumin berechnet, ware fiir Milch 0,081 %, 
fiir das EiweiB der Milch 2,34°, Tryptophan. 

Bei der Suche nach Aufklarung dieser Erscheinung wurde gefunden, 
daB der Trichloressigsaureniederschlag aus Milch sich genau so wie die 
native Milch verhielt. Die Essigsiurefallung der Milch gab, dem Casein 
entsprechend, als Durchschnittswert 3,1 ° Tryptophan als Mittel von 
vier Doppelbestimmungen, was in Anbetracht der nichtquantitativen 
Fallung sehr gut mit spateren Befunden an reinem Casein iibereinstimmt. 
Uberraschenderweise ergibt sich namlich, daB reines Casein ,,Hammer- 
sten**, das in Natriumfluorid suspendiert ist, sich genau so wie Milch 
verhalt, d. h. schon mit einem Tropfen 0,2 4igem Formaldehyd bei sonst 
gleicher Versuchsanordnung eine viel stairkere Reaktion gibt als mit 
2% igem Formaldehyd, wobei die Farbe der mit 2 °,igem Formaldehyd 
hergestellten Ansatze deutlich rétlich ist. Die quantitative Kolorimetrie 
ergab als Durchschnitt von neun Doppelbestimmungen fiir in Natrium- 
fluorid suspendiertes Casein mit einem Tropfen 0,4 °,igem Formaldehyd 
3,27 % Tryptophan und fiir dasselbe mit 2 °,igem Formaldehyd behandelt 
1,71°% Tryptophan. Der Wert des in Lauge gelésten Caseins ist 2,/8 °%, 
bei iiblicher Durchfiihrung der Reaktion. Also auch hier findet man 
mit der niedrigen Konzentration an Formaldehyd (0,4 °%) ee um 50% 
starkere, mit der normalen Konzentration (2,0°%) eine um 20% 
schwachere Farbe als wenn statt in Natriumfluorid in Lauge gelést 
wurde. 

Versuche, bei denen das Casein statt in Natriumfluorid in Phosphat- 
puffern mit pu-Werten von 6,6 bis 9,2 suspendiert wurde, zeigten genau 
dieselben Ergebnisse. 

Das beschriebene Verhalten konnte bisher nur an Casein, nicht aber 
an anderen Proteinen beobachtet werden. 








Blutglykolyse und Phosphorglycerinsiure. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
S. Rapoport. 
(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8, Dezember 1936.) 


Studien iiber das Verhalten der Phosphorglycerinséure bei de: 
Blutglykolyse ergaben folgende Beobachtungen : 

1. Bei Nachpriifung der Jostschen! Befunde wurde festgestellt. 
daB im Brutschrank bis zu 6 Stunden gehaltenes Blut trotz Eintreten 
der bekannten Veresterung der anorganischen Phosphorsaure kein 
Verdnderung der Phosphorglycerinsdure eintritt. Weiterhin wurde fest- 
gestellt, daB auch bei solchen Blutproben, bei denen durch einen kiinstlich 
erhéhten Zucker- und Phosphatspiegel die Veresterung verstarkt wurde, 
keinerlei Veranderung der Phosphorglycerinséure nachzuweisen ist. 
Dagegen wird bestatigt, daB der gréBte Teil der veresterten anorganischen 
Phosphorsaéure in den Bleizuckerniederschlag des neutralisierten Tri- 
chloressigsaurefiltrats eingeht. 

2. Defibriniertes Blut, das langere Zeit, d.h. iiber 6 Stunden, im 
Brutschrank belassen wird, zeigt eine Zunahme der anorganischen 
Phosphorsaure, die auf Kosten aller Phosphorsaureester geht. Die 
Phosphorglycerinsaure nimmt entsprechend ihrem Anteil am organischen 
Phosphor an diesem Abfalle, das ist zu 56°,, teil. Der Abfall des ge- 
samten organischen Phosphors betragt in 20 Stunden etwa 40°,. 

Werden die Erythrocyten gewaschen und in physiologischer Kochsalz- 
lésang suspendiert und ebenso im Brutschrank inkubiert, so zeigt sich 
eine weitaus stirkere Abnahme des organischen Phosphors von 75 °,,. 
an der die Phosphorglycerinsiure entsprechend ihrem Anteil, d.h. zu 
55°,, teinimmt. Es wird angenommen, daB es sich hier um eine rein 
phosphatatische Spaltungswirkung handelt. Anscheinend werden in den 
gewaschenen Erythrocyten die Phosphatasen wirksamer. 

3. Wird hingegen Blut durch destilliertes Wasser oder durch Ver- 
eisen und Wiederauftauen hdmolysiert und dann in den Brutschrank 
gestellt, so zeigt sich, daB zuerst die anderen Phosphorverbindungen 
angegriffen werden, wahrend die Phosphorglycerinséure erhalten 
bleibt. AuBerdem tritt noch die merkwiirdige Erscheinung auf, daB die 
Abspaltung des Phosphors aus der Diphosphorglycerinsaure stufenweise 
erfolgt und so zur Ansammlung von Monophosphorglycerinsaure fiihrt 


' H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1927. 
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4. Defibriniertes Blut, das mit Natriumfluorid versetzt wurde, 
zeigt zwar totale Glykolysehemmung, ohne daB sich jedoch, wie es zu 
erwarten ware (Nilsson', Embden*), der Phosphorglycerinsauregehalt 
andert. 

5. Werden gewaschene Blutkérperchen in physiologischer Kochsalz- 
losung bei Gegenwart von Natriumfluorid im Brutschrank inkubiert, 
so zeigt sich eine sehr betrachtliche Steigerung der Phosphorglycerin- 
siure im AusmaB von 9mg-°,. Das diirfte mit einer Schadigung der 
Erythrocyten durch das Waschen zusammenhangen. 

6. Wird defibriniertes Blut bei Gegenwart von Natriumfluorid und 
Brenztraubensdure inkubiert, so kommt es ebenfalls zu einer starken 
Phosphorglycerinsduresynthese im AusmaB von 9 mg-°,. 

7. Werden gewaschene Blutkérperchen in physiologischer zucker- 
haltiger Kochsalzlésung durch einige Stunden im Brutschrank gehalten, 
so tritt eine Zunahme der Phosphorglycerinsiure um 2 bis 5 mg-°, 
ein. Das bestatigt einen Befund von Z. Dische und Ch. Rand®. Auch 
hier diirfte es sich um eine Schadigung der Erythrocyten durch das 
Waschen handeln. 

8. Wird hdmolysiertes Blut mit Natriumfluorid versetzt, so kommt 
es wieder zu einer starken Synthese der Phosphorglycerinsiure, die 
ebenfalls 9 mg-°, erreicht. 

Aus diesen Befunden, insbesondere daraus, da Natriumfluorid bei 
nativem Blut nicht den wohlbekannten Effekt hervorruft (Punkt 4), 
der die Grundlage der heutigen Auffassung vom Verlauf des Zucker- 
abbaues in Muskel, Hefe und Blutkérperchen abgibt, wahrend bei ge- 
waschenen Blutkérperchen und im Hamolysat diese Wirkung eintritt, 
wird geschlossen, da8 die direkte Ubertragung der an Muskelbrei und 
toluolvergifteter Hefe gewonnenen Anschauungen auf Vorgiange inner- 
halb der intakten Zellen nicht ohne weiteres statthaft ist. 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 647, 1933: Arch. Kemi 10, 7, 1930. 


* Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 1-—89, 1934. 3 Diese Zeitschr. 276, 132, 
1935. 








Zur Frage der Blutstrahlung 
bei Krankheiten, insbesondere bei Geschwiilsten. 
Vorlaufige Mitteilung: 
Von 
Werner W. Siebert und Heinz Seffert. 


[Aus der II. inneren Abteilung des stadt. Robert Koch-Krankenhause: 
Berlin (Moabit)]. 


(Eingegangen am 22, Dezember 1936.) 


Bekanntlich verliert das Blut unter den verschiedensten Um 
standen seine Fahigkeit, mitogenetische Strahlen auszusenden, so bei 
Ermiidung, im Hunger, im Greisenalter und bei einigen schweren 
Krankheiten. Von diesen sind vor allem bésartige Neubildungen zu 
nennen, aber auch bei héhergradigen Anémien, Leukaémien, Scharlach, 
Lues, Pneumonien und schweren Depressionszustanden ist Schwund 
der Blutstrahlung beobachtet worden. Mithin kann man nicht, wie es 
éfters geschehen ist, das Fehlen der Strahlung als pathognomonisches 
Zeichen fiir eine bestimmte Erkrankung ansehen. Es fragt sich aber. 
ob nicht mit Hilfe zusatzlicher Untersuchungen eine weitere Differen- 
zierung moglich ist. 

In dieser Hinsicht erscheint uns eine Mitteilung von L. Gurwitsch 
und Salkind aus dem Jahre 1929 wichtig. Diese Autoren hatten ge- 
funden, daB die Strahlung des Blutes normaler Mause durch Zugabe 
von nicht strahlendem Blut krebskranker Mause in vitro ausgeléscht 
wird. Merkwiirdigerweise ist dieser Befund wenig beachtet worden, 
insbesondere unterblieb bisher eine systematische Priifung, ob man 
hieraus eine Nutzanwendung auf die Verhiltnisse beim Menschen 
ziehen kénne. Wir haben derartige Untersuchungen bereits seit dem 
Jahre 1933 durchgefiihrt, muBten sie jedoch aus auberen Griinden 
mehrmals auf lingere Zeit unterbrechen. 

Es fand sich, daB bei Mischung von gleichen Teilen nichtstrahlenden 
Krankenblutes und strahlenden Normalblutes die Strahlung des Normal!- 
blutes vornehmlich dann ausgeléscht wurde, wenn der Kranke an eine! 
bésartigen Neubildung litt. Dagegen bewirkte das Blut von Kranken 
mit anderen Leiden gewéhnlich keine Léschung. Das heiBt also: Da- 
Blut von Geschwulstkranken enthalt gewisse strahlungléschende Stoffe. 
das Blut anderer Kranker aber tiberhaupt keine oder wenigstens nicht 
soviel, daB bei der Verdiinnung von 1: 1 noch eine Léschung zustande 
kommt. 

In einigen Ausnahmen léschte wider Erwarten das Blut von Kranken 
ohne Tumor die Strahlung des Normalblutes aus. Ein Teil dieser Aus- 
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nahmen erklart sich aus den Blutgruppeneigenschaften der miteinander 
vermengten Proben. Wie sich némlich bei diesen Untersuchungen 
herausstellte und wie wir bereits ver6ffentlichten!, wird bei der Mischung 
von Blut zweier Gesunder die Strahlung dann geléscht, wenn Gruppe A 
mit Gruppe B gemischt wird ; bei Zugabe von Blut der Gruppe A oder B 
zu der Gruppe O oder AB bleibt die Strahlung jedoch erhalten, ebenso 
wie bei der Mischung zweier derselben Gruppe angehériger Blutproben. 
Der andere Teil der Ausnahmen erklart sich aus Vorgangen, deren 
Erérterung einer ausfiihrlicheren Veréffentlichung vorbehalten bleiben 
mu. 

Zum Zwecke der Vereinfachung und zur Ausschaltung einiger 
Fehlerquellen verwandten wir spaterhin als Testobjekt statt des Normal- 
blutes eine Hefesuspension. [hr wurde das Patientenblut in verschiedenen 
Verdiinnungen hinzugesetzt. Hierbei ergab sich, daB das nichtstrahlende 
Blut Geschwulstkranker noch in ziemlich hohen Verdiinnungen die 
Strahlung der Hefe léschte, wahrend das nichtstrahlende Blut anderer 
bisher untersuchter Personen (Greise, Hungernde, Kranke mit Andmie, 
Pneumonie, Melancholie usw.) entweder gar nicht oder nur bei 
schwacher Verdiinnung eine Léschung hervorbrachte. 

Obwohl sich dies bis jetzt regelmaBig wiederholte, beabsichtigen wir 
ein Urteil iiber den diagnostischen Wert solcher Untersuchungen erst 
dann abzugeben, wenn uns noch ausgedehntere Erfahrungen zur Ver- 
fiigung stehen. Immerhin schienen uns die bisherigen Ergebnisse so 
bemerkenswert, da wir uns zu dieser kurzen vorlaufigen Mitteilung 
entschlossen haben. 


1 Diese Zeitschr. 287, 109, 1936. 











Nachtrag 
zur Bestimmung der Hydroxylzahl von Oxyfettsiuren'. 
Von 
K. Hinsberg. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1936. ) 


Zur Acetylierung der Fettproben geht man am besten folgenderma§en 
vor: Man wiegt in einen 25ccm-MeBkolben (vorzuziehen sind Rund 
kolben) mit eingeschliffenem Stopfen und passendem eingeschliffenen Steig 
rohr eine bestimmte Menge des zu priifenden Fettes zwischen 1,0 und 
1,6 g ein und gibt 20cem 5n Essigsiureanhydrid-Pyridingemisch zu. In 
einen zweiten Kolben kommen nur 20 cem des Gemisches. Dann kommen 
beide Kolben mit aufgesetztem Steigrohr fiir 7 Stunden in ein kochendes 
Wasserbad. Dabei mu8 der Schliff gegen Eindringen des Kondenswassers 
geschiitzt werden und das Steigrohr wird oben durch ein umgebogenes 
Chlorealeitumrohr abgeschlossen. Nach 7 Stunden 148t man abkiihlen, 
fiillt mit Pyridin auf 25cem auf, indem man zuerst das Steigrohr von 
oben ausspilt, mischt gut mit aufgesetztem Stopfen und entnimmt 2 ccm 
der Probe und des Leerwertes zur Destillation in dem abgebildeten Apparat. 
Dabei ist es wesentlich, den Teil B gelegentlich zu schiitteln, weil sonst dic 
Pyridinschicht auf der Kalilauge sehwimmt. Die Berechnung aus det 
Titrationsdifferenz zwischen Leerwert und Probe ergibt sich aus der I. Mit- 
teilung. Die Acetylierung geht auch mit etwa 0,5 g Fettséure + 7,5 ccm 
Essigsiureanhydrid-Pyridingemisch in einem 10 éem-MeBkolben. Wichtig 
ist, daB die Menge Essigsiureanhydrid-Pyridingemisch in jedem Falle 
genauestens gleichmaBig abgemessen wird, weil dies die Grundlage fiir die 
gesamte Bestimmung bildet. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 285, 125, 1936. 
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Kine Mikrobestimmung der Hexosane. 
Von 
S. M. Strepkoy. 
[Aus der Universitat Samarkand (USSR.).] 
(Eingegangen am 14. September 1956.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die im folgenden zu beschreibende Mikrobestimmung der Mannane 
und Galaktane beruht auf folgenden Grundlagen: 

Die Hexosane werden mit 2° ,iger Schwefelsaure zu Hexosen 
hyvdrolysiert; die vebhildete Mannose und Galaktose werden ferricyano- 
metrisch aus der Differenz der gefundenen Werte vor und nach der 
Garung mit Hefe (Saccharomyces cerev.) bestimmt. Wahrend namlich 
Glucose, Fructose und Mannose durch Hefe rasch und vollistandig ve-r- 
yoren werden, wird Galaktose im Laufe von 3 Stunden praktisch nicht 
angegriffen !. 

Wie aus Tabelle | hervorgeht, werden Mannose und Glucose mit 
vleicher Intensitat vergoren. So wird 1 mg dieser Zucker in 2 cem 
Lésung bei 30° in 3 Stunden quantitativ vergoren. Die gleiche Menge 
Galaktose wird in derselben Zeit nicht angegriffen. 


Tabelle I. Garung der Hexosen. 





Glucose Mannose Galaktose 
Dauer det 1,00 mg 1,00 mg 0,50 mg 0,25 mg 1,00 mg 


Girung 
unvergorener Zucker 


Std mg mg mg mg mg 
0,0 1,000 1,009 0,500 0,250 1,000 
\/, 0.780 0.778 0,080 0,005 1,001 
lI, 0.530 0.540 0.000 0.000 1.000 
i 0,285 0,283 1,008 
1", 0,210 0,215 0,998 
3 0150 0,146 1,002 
21/5 0,066 0,068 1,001 
3 0,000 0.000 1.003 


Dagegen ist nach 4. Harden und R. V. Norris? die Galaktose in 
Gegenwart von Phosphat (0,15 °%,) leicht vergarbar, wobei sich wahrend 
des Garungsprozesses Hexosekaliumphcsphat nach folgender Gleichung 


bildet?: 5G H,,0, + 2 K,HPO, = 20, + 2¢,H,O 
+ C,.H,, 0, (PO,K,), + 2 H,O. 
| Beilsteins Handb. d. organ. Chem. 1, 459, 1928. 2 A. Harden u. 
R. E. Norris, Chem. Centralbl. 2, 1490, 1910. 3 4. Harden u. W. J. 


Young, ebenda 2, 1075, 1910. 
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3eim Kochen wird dieses Salz unter Bildung von Fructose ge 
spalten : 
C,H,,0,(PO,Ky)) + 2H,O = C,H,O, + 2 K,HPO,. 


Das Hexosekaliumphosphat besitzt reduzierende Eigenschaften und 
wird durch Bleiacetat niedergeschlagen !. 


Zur Feststellung der Vergarungsdauer von Galaktose in Gegenwart 
von Phosphat wurde zu 2 cem Lésung mit 1,0, 0,50 und 0,25 mg Zucker 
gehalt ein Tropfen 5 °oiger Na,gH PO,-Loésung zugefiigt und die Garung im 
Thermostaten bei 30° C durchgefiihrt. Nach der Garung wurde das Hexose 
phosphat durch einen Tropfen 5 %iger Bleiacetatlésung niedergeschlagen 
und der UberschuB von Blei durch einen Tropfen 10% iger Natriumsulfat- 
losung entfernt. Darauf wurde abfiltriert, der Niederschlag ausgewaschen 
und das Filtrat auf 10 cem aufgefiillt. Im Filtrat wurde die unvergorene 
Galaktose bestimmt. 


Tabelle IT. Garung von Galaktose bei Gegenwart von Phosphat. 
B . 





1,00 mg 0,50 mg 0,25 mg 
Dauer der ” einen — 
Girung unvergorene Galaktose 
Std. mg mg mg 
0 1,000 0,500 (0,250 
l 0,924 ‘ 0,453 0,220 
3 0,793 0,333 0,166 
5 0,621 0,253 . 0,092 
8 0,508 0,096 0,011 
10 0,358 0,009 0,000 
12 0,221 0,000 
14 0,103 _ 


Wie Tabelle II zeigt, werden 0,25 bis 0,50 mg Galaktose in Gegen- 
wart von Phosphat im Laufe von 10 bis 12 Stunden vollstandig ver- 
goren, wahrend 1,0 mg in 14 Stunden nur zu 90°, und erst in 20 Stunden 
vollstaéndig vergoren wird. 

Die verschiedene Vergirbarkeit der Mannose und Galaktose er- 
moéglicht es, die Mannose neben der Galaktose und die beiden letzteren 
neben den mit Hefe nicht vergirbaren Pentosen quantitativ zu be- 
stimmen. 

Die Feststellung der Reduktionsfahigkeit der Hexosen geschah an 
Lésungen von chemisch reiner Mannose und Galaktose; zum Vergleich 
diente eine Glucoselésung von gleicher Konzentration. 


1 W.J. Young, Chem. Centralbl. 1, 517, 1910. 
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labelle II]. Reduktionsfahigkeit der Hexosenincemn, 200 Na,S,0,'. 





Zuckergehalt in 2ccm der Lisung in mg 


Hexosen 
0,30 0,25 0,20 0.15 O10 0,05 0,025 
Mannose ... 1,68 1,40 1,13 0,83 0.57 0,28 0,14 
Galaktose . . . 1,58 1,32 1.06 0,78 0,54 0,16 0,13 
Glucose... . 1,68 1,40 1,12 0,84 0,57 0,28 0.14 


Nach Tabelle II] ist die Reduktionsfahigkeit der Mannose und der 
(tlucose die gleiche, die der Galaktose jedoch betragt nur 94°, der- 
jenigen der Glucose. 

Erforderliche Reagenzien. 

1. 2%ige Schwefelsdurelésung. 

2. 5%ige Natronlauge. 

3. n/200 Lésung von K,Fe(CN),. [1,652 K,Fe(CN), + 10.6 ¢ 
wasserfreies Na,CO, im Liter]. 

4. Reagens fiir die Fallung des Ferrocyanats: Vor der Analyse 
werden 50cem 10°%ige Zinksulfatlbsung mit dem gleichen Volumen 
5%iger Jodkaliumlésung versetzt. 

5. 3%ige Essigséurelésung. 

6. n/200 Thiosulfatlésung. 

7. 1%ige mit Kochsalz gesattigte Starkelosung. 
8. 5%ige Bleiacetatlésung. 

9. 10% ige Natriumsulfatlésung. 

10. 5% ige Na,H PO,-Lésung. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 

Der zu untersuchende Stoff wird nach der Extraktion der wasser- 
léslichen Kohlenhydrate und nach der Entfernung der Starke, des 
Inulins und der Pektinstoffe mit 15 cem 2°/iger Schwefelsiure 30 Mi- 
nuten lang gekocht. Die Lésung wird abgesaugt und der Riickstand 
wieder mit 2°,iger Schwefelsiure 20 Minuten gekocht; nach dem Ab- 
saugen der Lésung wird der Riickstand mit 20 bis 25 ccm heiBen Wassers 
yewaschen, das Hydrolysat abgekiihlt, mit Natronlauge neutralisiert, 
zur Lésung tropfenweise eine 5° ,ige Lésung von Bleiacetat hinzu- 
gefiigt und die Fallung abfiltriert. Der Niederschlag wird mit kaltem 
Wasser (5 bis 10 cem) gewaschen; der UberschuB von Blei wird durch 
vorsichtiges Hinzufiigen von Natriumsulfatlésung entfernt; nun wird 
(unter Auswaschen des Niederschlags) in ein MeBkélbchen von 
100 cem (Abb. 1) filtriert und das Filtrat bis zur Marke aufgefiillt. Von 
dem erhaltenen Hydrolysat nimmt man drei Proben zu 2 ccm: Die erste 


' Mittelwert aus drei Bestimmungen, die sich voneinander um nicht 
mehr als 0,01 bis 0,02 cem n/200 Na,S8,O, unterschieden. 
2203 
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Probe wird mit Wasser auf 10 cem verdiinnt und die Gesamtmenge an 
reduzierender Substanz bestimmt. Zur zweiten Probe werden 50 my 
Hefe (Saccharomyces cerev.) und ein Tropfen einer 5° igen Lésung 
von Na,H PO, zugefiigt. Die Garung wird im Reagensglas im Thermo 
staten bei 30° im Laufe von 12 Stunden durchgefiihrt ; danach wird ein 
Tropfen 5° iger Bleiacetatlbsung und nach dem Durehmischen ein 


wird die Menge der reduzierenden Stoffe (Pentosen), welehe nach dei 
Vergarung der Hexosen bleiben, be- 
stimmt. Zur Bestimmung der Galak 





tose wird die Garung in der dritten 





Probe ohne Phosphat im Laufe von 











3 Stunden durchgefiihrt. 


Zur Vermeidung der Selbstgaruny 











wird die Hefe gewaschen und = un 
mittelbar vor ihrer Verwendung 
—= 30 Minuten lang im Thermostaten bei 


“A/S 


30° gehalten. Nach der Garung werden 
Y die Proben durch eine Nutsche in ein 


MeBreagensglas (Abb. 2) filtriert und 











mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. In 
ieder Einzelprobe wird die Bestim 








mung der reduzierenden Stoffe aut 
folgende Weise durchgefiihrt: 2 ¢em 


der verdiinnten Lésung werden in 





‘. einem Reagensglas mit 2 cem alkali 

S$ scher n/200 K, Fe (CN ),-Losung dureli- 

gemischt und im siedenden Wasserbad 

15 Minuten Jang erhitzt. Nach dem 

Abb. 1. Abb,-2, Abkithlen (2 Minuten) werden 3 cem 


Reagens zur Fallung des Ferrocyanid: 
hinzugefiigt, dann wird mit 2 cem 3°%iger Essigsiure angesduert und 
das frei gemachte Jod in Anwesenheit von Starke mit n/200 Thio 
sulfat titriert. Der Titer der K,Fe(CN),-Lésung wird durch Kontroll- 
hestimmung festgestellt, welche ebenso wie die Hauptbestimmuny 
durchgefiithrt wird. 

Die Berechnung des Hexosangehaltes geschieht auf folgende 
Weise: Erste Probe: Gesamtmenge der reduzierenden Stoffe 
A cem n/200 Na,S,O03,. Zweite Probe: Restreduktion (Pentosen) nach 
der Vergarung der Hexosen = Beem n/200 Na,S,O,. Dritte Probe: 
Reduktion (Pentosen und Galaktose) nach der Vergarung der Mannose 
-C cem n/200 Na,S8,O,. Also Gesamtmenge der Hexosen A B 


Mannose A — C, Calaktose 8 Bb. 





Tropfen 10°,iger Natriumsulfatlésung hinzugefiigt. In dieser Probe 
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Die Menge der Hexosen wird nach der Forme! bestimmt : 


a h 
Manno:ze 0.358 - 


Calaktose O.381- 
ad 
a und b= cem n 200 Thiosulfat der Kontroll- bzw. Experimental- 
hestimmung). 
Der Hexosangehalt in 2ccm Untersuchungslésung wird durch 
Multiplikation der Hexosemenge mit dem Faktor 0,9, oder nach den 
fabellen LV und V_ bestimmt. 


Tabelle IV. Berechnung der Mannanmenge in 2 cem Lésung. 





0,01 cem n/200 Nag So Os 0,01 cem n 200 Na, S.0 
n 200 Ks n, 200 . 
Naito So Os 0 » ' 6 g Nag So 0 9 4 6 8 
cem mg Mannan cem mg Mannan 


0,164 0,167 0.171) 0,174 
0.177 O180 0.183 0.187 0,190 


0.0 - (0,003 0,006 0.010 0,013 
0.1 0.016 0.019 0,023 0,926 0,029 
02 0.032 0.035 0.039 02042 0.045 0.193 0.196 0.199 0,203 0.206 
0.3 0.048 0.052 0,055 0,058 0.061 0,209 0,212 0,215 0,219 0,222 


1.0 O16 
£7 
1,2 
1,3 
0,4 0,064 9,968 0,071 0.074 0,077 1.4 0.225 0,229 0,231 0,235 0,238 
1.5 
| 
1 
1 
1 


0.5 0,081 0.084 0,087 0,090 0,093 0,242 0.245 0,247 0,251 0,254 
0.6 0.097 0.109 0,103 0.106 9,109 6 0.258 0.261 0,263 0,267 0.270 
0.7 0,113 0,116 0,119 0,122 0,125 he 0,274 0,277 0,280 0,283 0,286 
0,8 0,129 0.132 0,185 0,188 0,142 8 0,290 0,293 0,296 0,299 0,303 
0.9 0.145 0.148 0.151 0.155 0.158 AY) 0,306 0,309 0,312 0,315 0,319 








Tabelle V. Berechnung der Galaktanmenge in 2cem Lésung. 
0.01 cem n/200 Nao SO 0,01 cem 1/200 NagS.O0 
1/200 bi ? n 200 pants: 
Nag S203 0 ; 4 6 “ Nay 8,0 ‘ 9 ‘ 6 a 
ecm mg Galaktan cem ing Galaktan 
0.0 0.003 0,007!0.010 0,014 0 0,172 0,175 0,178 0,182; 0,185 


0.1 0,017 9,021 0,924! 0,027 0,931 
0,2 0,034 0.038 0,041 0,045 0,048 
0.3 0,051 0,055 0,058 0,062 0,065 


1 
1 0,189 0,192 0,196 0,200 0,202 
l 

1 

0.4 0,068 0,072 0,075 0,979 9,082 1, 

I 

1 

l 

1 

l 


l 

2 0.206 0.209 0,213 0,217. 0.220 
2 0,223 0,226 0,230 0,234 0,237 
4 0,240 0,244 0,247 0,251 0,254 
Dd 0,257 0.261 0,264 '0,268 0,271 
6 0.274 0,278 0,281/0,285 0,288 
bY, 0,292 0,295 0,298 0,302 0,305 
8 0,399 0.312 0,316 0,319 0,322 
BY 0.326 0,829 0.333'0,336 0,340 


05 0,986 0,089 0,093 0,096 0,099 
0,6 0,103 0,106 0,110 0.113 0.117 
0,7 0,120 0,123 0,127 0,180 0,134 
0,8 0,137 0,141 0,144 0,147 0,151 
0.9 0.154 0,158 0.161 0.164 0,168 





Die Brauchbarkeit dieser Methode wurde an kiinstlich zusammen- 
vestellten Mischungen von reduzierenden Zuckern erprobt. 

Zusammensetzung von Mischung I. 196,75 mg Arabinose, 198,38 my 
Mannose, 200,60 mg Glucose und 195,90 mg Galaktose in 250 cem. 

Zusammensetzung der Mischung Il. 201,06mg Xylose, 200,48 my 
Mannose und 398,62 mg Galaktose in 250 cem. 
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Von jeder Mischung wurden je zwei Proben zu 25 cem mit Wasser aut 
100 cem verdiinnt. Von jeder dieser Lésungen wurden drei Proben voi 
2cem genommen; die erste wurde mit Wasser auf 10 cem verdiinnt, i 
der zweiten wurde die Géairung mit Phosphat und in der dritten ohn 
Phosphat durchgefiihrt. Nach der Garung wurde Bleiacetat und Natrium 
sulfat zugegeben und nach dem Filtrieren auf 10 cem angefiillt. Die Be 
stimmung der Reduktion wurde in allen Proben doppelt durchgefiihrt 


Tabelle VI. Gehalt anreduzierenden Zuckern in 2 cem, ausgedriickt 
in cem n/200 Na,S,0O3. 





Reduktion nach der Girung 
Gesamtreduktion — 





Bestimmung mit Phosphat ohne Phosphat 
Nr. Mischung I Mischung II Mischung I Mischung II Mischung I Mischung I! 

1 1,78 1,76 0,46 0,47 0,89 1,31 

2 1,76 1,75 0,45 0,48 0,87 1,30 

3 1,77 1,76 0,47 0,47 0,88 1,29 

4 Lit 1,74 0,46 ' 0,46 0,89 1,31 

Mittelwert : 1,77 1,75 0,46 0,47 0,88 1,30 


Tabelle VIL. Zuckerbestimmung in Gemischen. 





Zuckergehalt 
gefunden berechnet  Gefunden 


 smeenanamemenne p . 
cem n/200 in 2eem— in 100cem iM 100cem in Oo der 


Nag So O03 mg mg mg senorita 
Mischung I. 
Gesamtmenye an Hexosen 
1.77 =—-GA8. . 5.5: 1,31 — - — 
Mannose + Glucose 177 
MIs ag te 0,89 0,160 40,00 39,89 100.3 
Galaktose 0,88—0,46.. 0,42 0,080 20,00 19,59 102,1 
Mischung II. 
Gesamtmenge an Hexosen 
eg) 1,28 
Mannose 1,75—1,30 . . 0,45 0,080 20,00 20,04 99.8 
Galaktose 1,30—0,47. . 0,83 0,158 39,50 | 38,86 99,1 


Wie aus den Ergebnissen der Tabellen IV und V zu ersehen ist 
lassen sich Mengen von 80 mg reduzierender Zucker in 100 cem mit 
einer Genauigkeit von + 2,1 bis — 0,9% bestimmen. 
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Polarographische Untersuchungen 

iiber Blutfarbstoffe und ihre Derivate. 

I. Mitteilung: 
Die Aktivierung von Wasserstoffsuperoxyd durch Himoglobin und Himatin. 
Von 
Rudolf Brdicka (Prag) und Caspar Tropp. 
(Aus der Medizinischen und Nervenklinik Wiirzburg. ) 

(Eingegangen am 23. November 1936.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Es wurde langere Zeit bezweifelt, daB die katalasefreien Blutfarb- 
stoffe das Vermégen besitzen, Wasserstoffsuperoxyd katalytisch zu zer- 
setzen. Die Schwierigkeit dieses Problems lag offenbar darin, daB 
erstens eine vollkommene Abtrennung der Katalase vom Blutfarbstoff 
bisher noch fraglich war, und zweitens, daB der Blutfarbstoff, wie heute 
bekannt ist, eine sehr viel schwachere katalatische Wirkung ausiibt als 
die Katalase selbst. 

Einen bedeutenden Fortschritt in diesen Fragen haben die Unter- 
suchungen von Kuhn und Brann (1) und spiter von v. Euler, Nilsson und 
Runehjelm (2) gebracht. Durch diese Arbeiten wurde das katalatische 
Vermégen einiger einfacher Hiamine festgestellt. Nach diesen Be- 
funden konnte man erwarten, da auch die Blutfarbstoffe, die mit einer 
Kiweibstoffkomponente gekoppelt sind, eine ahnliche Wirkung zeigen 
wiirden. Diese Frage wurde erst durch die Arbeit von Haurowitz (3) end- 
giltig entschieden. Dazu hat Hauwrowitz zwei verschiedene Wege ein- 
zeschlagen. Einerseits hat er Himin mit nativem Globin gekuppelt, anderer- 
seits hat er Oxyhaimoglobin so oft umkristallisiert, bis sich die katalatische 
Wirkung nicht mehr anderte. In beiden Versuchsreihen ist er zu iiberein- 


. 


stimmenden Resultaten gekommen. Eine deutliche katalatische Wirkung 
konnte er quantitativ nachweisen. 

Die Methoden, mit welchen man die katalatische Wirkung der 
untersuchten Substanzen nachweist, beruhen meistens auf der Riick- 
titrierung des unzersetzten Wasserstoffsuperoxyds mit Permanganat. 
Die polarographische Methode gestattet, die Kinetik der Wasserstoff- 
superoxydkatalyse in allen Phasen genauestens zu studieren. Die 
katalytischen Vorgange werden dadurch nicht nur wie bei allen Titra- 
tionsmethoden querschnittsmaBig, sondern verlaufsmaBig erfaBt. Die 
Andersartigkeit einer derartigen Betrachtungsweise wird, wie die Aus- 
fiihrungen zeigen, durch die Eigentiimlichkeit dieser physikalisch- 
chemischen Methode erméglicht. 

Die polarographische Methode, von Heyrovsky und seiner Schule (4) 
begriindet, beruht auf Elektrolyse, die zwischen einer tropfenden 
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Quecksilberkathode und einer ruhenden Bezugselektrode ablauft 
Diese besondere Art von Elektrolyse wird durch Stromspannungskurven 
die automatisch auf photographisches Papier aufgenommen werder 
dargestellt. Aus der Gestalt dieser Stromspannungskurven kann mai 
qualitativ und quantitativ die kathodisch 1eduzierbaren Bestandteil: 
der untersuchten Lésung erfassen. Hohe Empfindlichkeit und voll 
kommene Reproduzierbarkeit sind die gré8ten Vorteile der Method 
Das Wesentlichste der polarographischen Elektrolyse ist die tropfend 
Quecksilberkathode, die auf jede angelegte auBere Spannung eindeutig 
reagiert. Das Potential dieser Kathode und die Stromstarke, die dure] 
die elektrolytische Zelle flieBt, sind ganz bestimmte Funktionen de 
aiuBeren angelegten Spannung und der Zusammensetzung der Lésung 
Die entsprechende Stromstarke wird durch den Ausschlag eines hoch 
empfindlichen Spiegelgalvanometers als reflektierter Lichtstrahl re 
gistriert. 

Die Stromspannungskurven haben im allgemeinen einen kontinuier- 
lichen und exponentiellen Charakter. Mit steigender Vergr6Berung de: 
angelegten Spannunyg behalt die Stromstarke zuerst einen Wert, der 
praktisch Null ist. Die sichtbare Stromsteigerung erscheint auf de 
Kurve, sobald die Spannungy einen fiir jede Reduktion charakteristischen 
Wert erreicht. Von diesem Punkt an steigt die Kurve steil und de: 
Anstieg gibt die betreffende Reduktion an. Die Stromstarke kann abe 
nicht weiter ins Unendliche wachsen, sondern sie erreicht immer einen 
vewissen Grenzwert, der als Diffusionsstrom bezeichnet wird. 

Die Entstehung des Diffusionsstromes ist auf die Erschépfung des 
reduzierenden Stoffes durch Abscheidung in der nachsten Umgebung 
der Kathode zuriickzufiihren. Nur diejenigen 1reduzierbaren Bestand 
teile, die in der kathodischen Phasengrenzschicht. zur Verfiigung stehen, 
kénnen reduziert werden. Da diese Bestandteile nach dem Erreichen 
des Diffusionsstromes nur durch Diffusion zur Kathode gebracht 
werden kénnen, hangt die Héhe des Diffusionsstromes von der Diffu 
sionsgeschwindigkeit ab. Diese ist aber dem Konzentrationsabfall in 


der Grenzschicht proportional, und so steht auch der Diffusionsstrom 
mit der Konzentration des reduzierenden Stoffes in einer linearen 


Beziehung. 

Die Spannung, bei welcher der sichtbare exponentielle Anstieg der 
Stromstarke beginnt, definiert die Qualitét des reduzierenden Bestand- 
teiles, die Héhe des Diffusionsstromes dagegen, die als Stufe bezeichnet 
wird, seine Quantitat. Sind mehrere reduzierbare Bestandteile in det 
Liésung, dann entsteht eine ganze Reihe von entsprechenden Stufen. 

Zum Verstandnis der vorliegenden Untersuchungen mu die Frage 
der Wasserstoffswperoxydreduktion an der tropfenden Quecksilber 
kathode naher erértert werden. Nach Untersuchung von Heyrovsky (5) 
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wird Sauerstoff, der in jeder an der Luft stehenden wasserigen Lésung 
ungefahr in millinormaler Konzentration gelést ist, in zwei aufeinander- 
folgenden Stufen reduziert. Die erste Stufe zeigt die Reduktion von 
Sauerstoffmolekiilen zu Wasserstoffsuperoxyd an, und die zweite die 
von Wasserstoffsuperoxyd zu Wasser. Die beiden Reduktionen an 
der tropfenden Quecksilberkathode verlaufen nach folgendem Schema: 

O} + 2H+ + H,0, | 


H,O, +2H+ + 2¢ +2 H,0. (II) 


(I) 


Das Reduktionspotential der zweiten Stufe sollte aus thermo- 
dynamischen Griinden folgender Forme! entsprechen : 
BT [H,O]?k 
= , in 9° 
2F  [H,0,)(H*} 


Tred 


red = — 0,029 log Roa 0,058 log [H*] + K. 
[H, O,] 

Das ist aber nicht der Fall. Man kann nur qualitativ feststellen, 
daB das Reduktionspotential von Wasserstoffsuperoxyd mit steigendem 
pa des Mediums sich zu mehr negativen Werten und mit steigender 
Wasserstoffsuperoxydkonzentration zu mehr positiven Potentialwerten 
verschiebt. 

Es handelt sich um ein typisches Beispiel einer irreversiblen 
Xeduktion, die von der Kinetik des Reduktionsvorganges abhangt. 
Derartige Falle sind aus Untersuchungen mittels der tropfenden Queck- 
silberkathode gut bekannt. Man braucht nur auf die Wasserstoff- 
abscheidung hinzuweisen, die mit einer hohen CWberspannung ab- 
lauft (6). Die Thberspannung, welche auch bei der Wasserstoffsuper- 
oxydreduktion stattfindet, ist immer ein klarer Beweis dafiir, daB der 
elektrolytische Vorgang langsam ablauft. 

Da man die Reaktionsgeschwindigkeit durch geeignete Katalysa- 
toren zu beschleunigen vermag, kann man mit deren Hilfe die 
Uberspannung gleichzeitig beeinflussen. Dieser KinfluB erweist sich als 
Verschiebung des Reduktionspotentials zu mehr positiveren Werten, 
die sich den reversiblen nahern (7). 

Es ist ein groBer Vorteil, wenn der katalytische Vorgang sich nur 
in der Grenzphasenschicht zwischen Quecksilber und Lésung abspielt. 
Die untersuchte Lésung bleibt dann im ganzen vollkommen unverandert. 
Das ist der Fall in der vorliegenden Arbeit. Das Wasserstoffsuperoxyd 
wird erst durch elektrolytische Sauerstoffreduktion gebildet. Es befindet 
sich deshalb nur in der Grenzphasenschicht. In dieser diinnen Schicht 


20* 
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wirkt der betreffende Katalysator auf die Wasserstoffsuperoxyd 
molekiile, was gleichzeitig eine Anderung der entsprechenden Strom 
spannungskurve bewirkt. Aus dem Verlauf der Stromspannungskurve1 
kann man deshalb SchluBfolgerungen auf den ablaufenden Vorgang 
ziehen. 

Versuchsergebnisse. 

Die Stromspannungskurven wurden mit Hilfe der polarographischen 
Apparatur! nach Heyrovsky und Shikata aufgezeichnet. Durch jede auto. 
matische Umdrehung des potentiometrischen Rades um 360° wurde die 
angelegte polarisierende Spannung kontinuierlich um 200 Millivolt erhéht. 
Dies wird auf den Abbildungen durch eine vertikale Linie gekennzeichnet. 
Die Empfindlichkeit des Spiegelgalvanometers wurde durch einen geeigneten 
Shunt beliebig geaindert. Bei voller Empfindlichkeit entsprach 1mm det 


Empf Vioo 


cd 














Q 


Abb. 1. - 10cem physiol. NaCl-Lisung werden 0,2 ccm hamolysierte eK — zu- 
gegeben: 1. physiol. NaCl- Lisung allein, 2. Blutkérperchen 1 : 357, 3. 1: 181, 4. 1: 124, L271 
(Kurven 1. bis 5. Empf. 1/99), 5a. 1:77 (Empf. 1/59) jaitinion 
Skala einer Stromstirke von 2.10-* Amp. Die Halbperiode des Galvano- 

meters war 4,2 Sekunden. 

Zu 10cem einer physiologischen Kochsalzlé6sung wurden jeweils die 
serumfreien hiamolysierten und doppelt filtrierten Blutkérperchen (mit 
physiologischer Kochsalzlésung 1: 7 verdiinnt) in einer Menge von 0,2 cem 
zugefiigt. Nach jeder Zugabe wurde die Stromspannungskurve von 0 bis 

- 1,6 Volt der 4uBeren Spannung registriert (Abb. 1). 

Die erste Kurve, die der reinen Kochsalzlésung entspricht, zeigt 
die oben erwahnte zweistufige Reduktion von Luftsauerstoff und 
Natriumabscheidung. Nach der ersten Zugabe von Blutkérperchen- 
l6sung anderte sich jedoch der Charakter dieser zweistufigen Reduktion 
(Kurve 2). Man findet eine véllige Verschiebung der zweiten Stufe, 
die der Wasserstoffsuperoxydreduktion entspricht, bis zur ersten 


' Die Apparatur wurde vom Ersthersteller der Polarographen, 
Dr. V. Nejedly, Prag, XIX Vokovice, Kladenska 76, gebaut. 
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Kurve hin, so daB die beiden Stufen ineinander iibergehen. GréBere 
Zugaben verursachen keine weitere Anderung der Kurven mehr (Kurve 3 
bis 5). Der Gesamtstrom, der einer vollstandigen Reduktion von 
Sauerstoff bis zu Wasser entspricht, bleibt dabei konstant. Gleichzeitig 
zeigt sich also, daB keine Reduktion dieser zugefiigten Substanz eintritt. 


Da hamolysierte Blutkérperchen eine Verschiebung der Wasser- 
stoffsuperoxydreduktionsstufe bewirken, muB ein Zusammenwirken 
sowohl von H,O,-Molekiilen als auch von Blutkérperchen!lésung an- 
yenommen werden. 

Offenbar ist diese eigenartige Erscheinung dem komplexgebundenen 
Kisen zuzuschreiben. Dieser Punkt wird spiter im theoretischen Teil 
erortert. 


oe () 
5/ 
2 ag 
J y, 
Abb. 2. Zu 10cem physiol. NaCl-Lésung werden 0,2cem himolysierte Blutkirperchen zu- 


gegeben: 1. physiol. NaCl-Liésung allein, 2. Blutkirperchen 1; 128.10°, 3. 1: 64.105, 
4. 1:33.103, 5. 1:16. 108, 6. 1: 7.105 verdiinnt. 


Es muBte zuerst geklirt werden, welcher Bestandteil der Blut- 
kérperchenlésung diese Reaktion verursacht. In Betracht kommen 
Katalase, Blutfarbstoffe und freie Hamine. 

Aus dem beschriebenen Versuch sieht man schon, daB die polaro- 
graphische Reaktion sehr empfindlich ist. Es war deshalb notwendig, 
die Grenzverdiinnung zu suchen, bei welcher der Effekt noch eintritt. 
Die Konzentration des Hamoglobins wurde nach der Biirkerschen 
Methode kolorimetrisch bestimmt. Es wurde gefunden, daB eine Ver- 
dimnung von Blutkérperchen 1: 150000 noch eine deutliche Anderung 
der Kurve hervorruft. Die entsprechende Konzentration des Hamo- 
globins bei dieser Verdiinnung ist ungefahr 2 y,cem. Von dieser Kon- 
zentration ab beginnt die Wasserstoffsuperoxydreduktion bei positiveren 
Potentialwerten, und die Héhe der auftretenden Stufe wachst mit der 
Zugabe von Blutkérperchen, bis sie die Héhe der H,O,-Reduktionsstufe 
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erreicht. Der Gesamtstrom der katalysierten und der normalen Wasser- 
stoffsuperoxydreduktion bleibt dabei konstant (Abb. 2). 

Bei héheren Konzentrationen verschiebt sich das Reduktions- 
potential der H,O,-Stufe zu immer positiveren Werten, bis es sich mit 
der Stufe des Sauerstoffs deckt (Abb. 1, Kurve 2 bis 5). 

Durch kurzes Erhitzen der Blutkérperchenstammlésung (3 Minuten 
auf 73°C im Wasserbad), wodurch die Katalasen nach Bingold zerstért 
werden (8), wurde keine deutliche Anderung der Reaktion hervor- 
gerufen. Nach langerem Erhitzen ('/, Stunde) ist die polarographische 
Reaktion stark herabgesetzt. Es tritt aber gleichzeitig eine sichtbare 
Koagulation von Hamoglobin ein. Aus diesem Versuch kann deshalb 
nicht auf eine spezifische Wirkung der Katalase geschlossen werden. 


halter Med, 
1 
/ 


Abb. 3. Zu 10cem etwa 10-2 mol. Hy QO. in n/10 NaOH wurde erst Hiimatin, dann KCN zu- 
gegeben: 1. 10mol. HQ. in n/10 NaOH, 2. 277 Haimatin in Leem yon Lésung 1, 3. ein 
wenig KC N-Lésung zugegeben. 


In den weiteren Versuchen wurde deshalb hauptsachlich die Wirkung 
der Haimatinkomponente des Blutfarbstoffs untersucht. Es wurde eine 
Stammlésung von Hamatin nach Moerner (Th. Schuchardt, Gérlitz) her- 
gestellt, die in 1 cem n/10 Na,CO,-Lésung 0,3 mg Hamatin enthielt. 
Wurden kleine Mengen dieser Lésung zu einer n/10 Na,CO,-Lésung 
zugefiigt, so ergab sich eine ahnliche Wirkung auf die Stromspannungs- 
kurve, wie mit der Blutkérperchenlésung. Als Grenzkonzentration 
erwies sich eine Konzentration von ungefahr 0,08 y Hamatin/ecm 
noch wirksam. 

Koproporphyrin |* war unter denselben Bedingungen vollkommen 
indifferent. Die Ahnlichkeit der polarographischen Reaktionen von 
Blutkérperchen und Hamatin wurde auch in verdiinnten H,O,-Lésungen 


* Das Koproporphyrin I verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn 
Geheimrat Prof, H. Fischer, Miinchen. 
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nachgewiesen. Die Reduktion des Wasserstoffsuperoxyds auBert sich 
in der Stromspannungskurve durch eine Stufe, die der zweiten Stufe 
der Sauerstoffreduktion entspricht (Abb. 3, Kurve 1). Die Hiéhe dieser 
Stufe kann nach der H,O,-Reduktion beliebig gesteigert werden. Durch 
Zugabe kleiner Mengen von Hamatin wird auch ihr Reduktionspotential 
zu positiveren Werten verschoben. Weil aber wahrend des Versuchs 
Wasserstoffsuperoxyd zersetzt und Hamatin selbst chemisch angegriffen 
wird, eignet sich diese Versuchsanordnung zu quantitativen Messungen 
nicht so gut. Diese beiden Einfliisse treten noch deutlicher bei Blut- 
kérperchenlésungen hervor, so daB der katalytische Effekt polaro- 
graphisch kaum nachweisbar ist. Das mu8 offenbar auch mit einer 
leichteren Eisenabspaltung aus dem Porphyringeriist zusammenhiangen. 


Empt V40 
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Abb. 4. Zu 10cem n/10 NaOH wurde eine Hamatinlisung, die in leem 0,3 mg enthielt, zu- 
gegeben: 1. n/10 NaOH allein, 2. 149 7, 3. 2,977, 4. 588y, 5. 11,547, 6. 23,07 y Haimatin in 
leem yon n/10 NaOQH-Lisung. 


Spuren von Cyaniden hemmen die beschriebene Reaktion. Kine 
durch Hamatin oder Blutkérperchen hervorgerufene Reaktion kann 
durch Zugabe von Kaliumcyanid vollkommen vergiftet werden (Abb. 3). 
Dies erweist wiederum, daB der polarographische Effekt auf die eigen- 
artigen katalytischen Eigenschaften des im Porphyringeriist gebundenen 
Kisens zuriickzufiihren ist. 

Den katalytischen Effekt kann man quantitativ verfolgen, wenn 
man die Hohe der katalytisch hervorgerufenen Stufe in ihrer Ab- 
hangigkeit von der Konzentration eines Haminderivats bestimmt 
(Abb. 4). 

Versuche in gepufferten Lésungen von verschiedenem py zeigen 
einen doppelten EinfluB des pa auf die oben beschriebene katalytische 
Reaktion. Einerseits besteht eine strenge Abhangigkeit der Verschiebung 
des H,O,-Reduktionspotentials vom px. Und zwar wird dieses Potential 
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bei konstanter Konzentration der Katalysatoren (Blutfarbstoff ode: 
Hamatin) mit sinkendem px nach der positiven Seite hin verschoben 
(Abb. 5). Diese Abhangigkeit vom pu zeigt sich auch bei der nicht 
katalysierten H,O,-Reduktion und ist aus elektrochemischen Grimden 
verstindlich, da die Wasserstoffionen an dem Reduktionsvorgang teil- 
nehmen. Die H,O,-Stufe ist auf der alkalischen Seite deutlicher, da sie 
hier scharf von der O,-Reduktionsstufe getrennt ist, wahrend sie nach 
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Abb. 5. 23,07 y Himatin in 1 cem von verschiedenen gepufferten Lésungen: 1. inn NaOH, 2. in n/2 

NaOH, 3. in n/10 NaOH, 4. in einer durch Citrat gepufferten Lisung, PH = 12,365, 5. in einer 

durch Borat gepufferten Lisung, py = 9,97, 6. Dy = 8,90, 7. Py = 8,14, 8. in einer durch 
Citrat gepufferten Losung, py = 5,97. 
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Abb. 6. Die Abhingigkeit der Héhe der katalysierten H.O.-Stufe (in mm bei ! 49 Empf. des 
Galvanometers) von der Himatinkonzentration (yin leem der Liésung) bei verschiedenem py: 


dem Uberschreiten des Neutralpunktes zur sauren Seite eine Tendenz 
zeigt, mit der Sauerstoffreduktion zusammenzuflieBen. 

Andererseits nimmt die Héhe der katalytisch hervorgerufenen 
H,O,-Reduktionsstufe bei konstanter Konzentration des Katalysators 
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mit steigendem pu ab. Die zuletzt beschriebene Beobachtung ist 
offenbar darauf zuriickzufiihren, dab der Zustand des Katalysators 
selbst vom pu abhangig ist. 

Die experimentellen 
Ergebnisse, die diese Ab- 
hangigkeiten ausdriicken 
(Abb. 6, 7, 8), werden im 
theoretischen Teil naher 
besprochen. 
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Abb. 7. Die Abhingigkeit der Héhe der katalysierten 
- Hy Og-Stufe (in mm bei '/,9 Empf. des Galvanometers) 
geren Zustand versetzt. vom py bei verschiedenen Hamatinkonzentrationen 


Dies auBert sich in einer (ausgedriickt in y in leem der Lésung). 
Verschiebung der H,0,- 
Reduktion zu positiveren 
Werten: die Reduktion 
wird also beschleunigt. 
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der Reaktion wird da- 
teaktion ird la Abb. 8. Die Abhangigkeit der Héhe der kata- 
durch gehemmt, daB der lysierten Hy O2-Stufe (in mm bei !/,,5 Empf. des 
= ee — E Galvanometers) von der Hamoglobinkonzen- 
phy sikalische Ausgangs- tration (in y inl ecm der Lisung) bei verschie- 
und Endzustand der denen py-Werten. An der Abszisse sind 
as ore gleichzeitig die entsprechenden Aquimolaren 
H, O,-Molekiile wahrend Konzentrationen von Hamatin eingetragen. 
der Zersetzung durch eine 
Potentialbarriere voneinander getrennt sind, die nur von wenigen 
energiereichen Molekiilen in der Lésung iiberwunden werden kann. 
Der Energiewall kann aber durch geeignete Katalysatoren herab- 
gesetzt werden, wodurch die Zah! der in einer Zeiteinheit reagierenden 
Molekiilen vermehrt wird. 
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In der vorliegenden Arbeit handelt es sich nicht um eine voll- 
kommene Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds, sondern um _ eine 
teduktion, die aber im oben erérterten Sinne mit der Reaktionsfahigkeit 
der H,QO,-Molekiile zusammenhangt. Je gréBer die Zahl der reaktions- 
fahigen H,O,-Molekiiie in der kathodischen Phasengrenzschicht ist, 
desto positiver wird ihr Reduktionspotential. 

Die Katalysierung der H,O,-Reduktion ist offenbar einer Akti- 
vierung der H,O,-Molekiile zuzuschreiben, die zweifellos durch eine 
besondere Einwirkung der Eisenporphyrinderivate auf die H,0O,- 
Molekiile bedingt ist. Es entsteht die Frage, durch welche physikalischen 
oder chemischen Vorgange die H,O,-Aktivierung verursacht wird. 

Haurowitz und Kittel (9) haben festgestellt, daB das Eisen im 
Verband des Porphyrinskeletts die paramagnetischen EKigenschaften dei 
freien Eisenionen beliailt. Sie nehmen deshalb an, da das Kisen in 
Haminderivaten nur durch schwache Krafte gebunden ist und daB ihr 
eisenkomplexahnliches Verhalten auf den raumlichen Schutz des Eisens 
durch das eigenartige Porphyringeriist zuriickzufiihren ist. Das para- 
magnetische Verhalten dieser Kisenverbindungen ist nach Hauwrowitz 
und Kittel fiir ihre katalatische Wirksamkeit von Bedeutung. 

Kiuzlich hat Haurowitz eine Verbindung zwischen Methamoglobin 
und Wasserstoffsuperoxyd in kristallinischem Zustand dargestellt (10). 
Diese Verbindung ahnelt den Verbindungen des Methaimoglobins mit 
Cyaniden, Fluoriden und Sulfiden, die gleichfalls in fester Form von 
Haurowitz isoliert wurden. Die Struktur der H,O,-Methamoglobin- 
verbindung ist fiir den Einblick in unseren katalytischen Vorgang von 
groBter Bedeutung, da hier eine relativ stabile Kuppelung zwischen 
Katalysator und Substrat vorliegt. Methaimoglobin beschleunigt 
nimlich die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds ebensogut wie 
Oxyhamoglobin (11). Da die Bildung diesér H,O,-Methamoglobin- 
verbindung leichter bei saurer als bei alkalischer Reaktion erfolgt, 
schlieBt Haurowitz, daB nur das H,O,-Molekiil an das Kisenatom des 
Methamoglobins koordinativ gebunden werden kann. 

N JN N. N 
H, 0. Fe® Globin] OH’ + Hy, 0, H, 0, Fe--Globin} OH' + H,0. 
N ‘ N¢ N 
Mit dem Anion HO, dagegen, das in alkalischer Lésung vorhanden ist, 
erfolgt die Bildung einer solechen Komplexverbindung nicht. Diese 
Befunde sind fiir die theoretische Deutung der vorliegenden Unter- 
suchungen wichtig. 

Die analogen Verbindungen des Wasserstoffsuperoxyds mit Hamo- 
globin oder Hamatin sind bis jetzt nicht chemisch erhalten worden. 
Nach den vorliegenden experimentellen Untersuchungen in gepufferten 
Lésungen erscheint es jedoch héchst wahrscheinlich, daB auch eine 
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Kuppelung von H,O, mit Hamoglobin und Hamatin stattfindet. Dafiir 
spricht hauptsachlich der Abfall des katalytischen Vermégens mit 
steigendem px, der im Absinken der katalysierten H,O,-Reduktions- 
stufe zum Ausdruck kommt. Das katalytisch reduzierte Wasserstoff- 
superoxyd stammt demnach aus der Komplexverbindung mit Hamo- 
globin bzw. Hamatin, die durch steigende Alkalitaét zerstért wird. 
Diese Komplexverbindung mu8 nicht rein chemisch aufgefaBt werden, 
sondern die beiden Komponenten brauchen sich nur _physikalisch 
zu beeinflussen. Man kann sich vorstellen, da durch die stark para- 
magnetischen Eigenschaften des Eisens im Porphyringeriist auf die 
H,0,-Molekiile, die auch paramagnetisch sind, ein magnetischer 
Effekt ausgeiibt wird, wodurch die duBeren Elektronen aus ihren 
normalen Bahnen abgelenkt werden. Durch diesen deformierenden 
EinfluB werden die H,O,-Molekiile aktiviert und gewinnen dadurch 
gleichzeitig eine héhere Reaktionsfihigkeit. Wenn dagegen die 
Koordinationssphare des Eisenatoms durch Cyanide gesattigt ist, wird 
die Fahigkeit, die H,O,-Molekiile zu binden, gestért. Dies kann auch 
physikalisch gedeutet werden. Es ist kirzlich von Pauling und 
Coryell (12) festgestellt worden, daB Cyanhaémin (Dicyanide hemo- 
chromogen) kein magnetisches Moment hat, was avtf eine vollkommene 
Abwesenheit von einpaarigen Elektronen zuriickzufiihren ist. 


Wenn man die katalytische Wirkung von aquimolaren Lésungen 
des Hamoglobins und Himatins quantitativ vergleicht (Abb. 6 und 8), 
sieht man, daB Hamoglobin auf die Stromspannungskurve eine gréBere 
katalytische Wirkung als Himatin ausiibt. (Die Lésung von Hamo- 
globin und Hamatin kann man als aquimolar betrachten, wenn der 
Prozentgehalt von Hamatin zu Hamoglobin im Verhiltnis 1: 26 
steht.) Die katalysierte Stufe in der Stromspannungskurve ist bei 
Hamoglobin ungefaihr viermal so hoch wie die von Hamatin. Diese 
starke Wirkung mu8 offenbar dem Vorhandensein von Katalase zu- 
geschrieben werden. Zu einem genauen Nachweis miiBte die Wirkung 
von Katalase in reinem Zustande untersucht werden. Weitere Arbeiten 
in dieser Richtung sind im Gange. 


Zusammenfassung. 


Durch die polarographische Methode, die von Heyrovsky und seiner 
Schule entwickelt wurde, konnte die katalytische Wirkung von Hamo- 
globin- und Hamatinlésungen auf Wasserstoffsuperoxyd bestatigt 
werden. Der Trager dieser katalytischen Wirkung ist das paramagne- 
tische Komplexeisen in diesen Lésungen. 

Die normale Stromspannungskurve der Wasserstoffsuperoxyd- 
reduktion wird zu positiveren Potentialwerten verschoben. 
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Die Hohe der katalysierten Wasserstoffsuperoxydstufe ist abhangig 
von der Konzentration des Katalysators und dem px der Reaktions 


lésung. 

Der beschriebene Effekt ist noch deutlich sichtbar bei einer Kon 
zentration von 2 y Haémoglobin und 0,08 y Hématin in 1 ecm Lésung. 

In der bedeutend gréBeren katalytischen Wirkung der Hamoglobin- 
lésung gegeniiber der aquimolekularen Hamatinlésung vermuten wi! 
eine Wirkung der Katalase, die das Haimoglobin begleitet. 

Durch Vergiftung des Katalysators mit Spuren von Cyankali wird 
die katalytische Wirkung vollig aufgehoben. 
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Anderungen und Erfahrungen 
bei Totalcholesterinbestimmung in 0,1 eem Totalblut, Serum 
oder Plasma mit der Acetylchloridmethode. 
Von 
Svend Gértz. 
(Aus dem Finsenlaboratorium und aus der medizinischen Abteilung des 
Finseninstitutes in Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 27. November 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In Bd. 273, 396, 1934 dieser Zeitschr. hat der Verfasser eine Methode 
zur Totalcholesterinbestimmung in 0,1 cem Totalblut angegeben. Diese 
Methode kann ebenso gut zur Cholesterinbestimmung in 0,1 cem Serum 
oder Plasma angewandt werden, was wichtig ist, da die Cholesterin- 
schwankungen gewohnlich in der Serum- oder Plasmafraktion auftreten, 
waihrend das Blutkérperchencholesterin die Neigung hat, konstant zu 
bleiben. Die Bestimmung von Totalcholesterin in Serum oder Plasma 
ergibt, vorausgesetzt, daB Heparinplasma zur Verwendung kommt, 
praktisch nach Sperry und Schoenheimer! denselben Wert. Gleich- 
zeitig konnten diese Autoren einen Unterschied in der Cholesterinmenge 
aus Heparinplasma bzw. Oxalatplasma des gleichen Blutes nachweisen, 
der, wie L. H. Schmidt? gezeigt hat, auf Volumenanderung der Blut- 
kérperchen nach Oxalatzusatz beruht. Man hat also, wenn man das 
Cholesterin in Oxalatplasma bestimmt, mit einem Fehler zu rechnen. 

Zur Mikrobestimmung des Plasmacholesterins ist es zweckmiabig, Blut 
mit einer 0,1 cem-Pipette aus dem Ohr zu entnehmen und vorsichtig aut 
den Boden eines Mikroreagensglases zu bringen, das vorher mit einer winzigen 
Heparinpartikel beschickt worden ist; dabei darf die Innenwand des Glase-= 
nicht mit Blut beschmutzt werden. Danach werden nochmals gut 0,1 com 
Blut in das Reagensglas eingebracht, wobei man zur Durchmischung die ganze 
Zeit mit dem Finger seitlich an das Glas klopft. Auf diese Weise erhalt man 
geniigend Plasma zum Abpipettieren von 0,1 cem nach dem Zentrifugieren 
des mit Guttapercha oder Korkpfropfen verschlossenen Glases. (Eine 
ahnliche Technik benutzte Bent Andersen® zu hamatologischen Unter- 
suchungen.) Wiinscht man Choiesterinbestimmung an Totalblut und an 
Plasma, so ist nach Drucker’ auf lebhafte Blutung aus dem Ohr zu achten, 
da sich sonst Blutkérperchen und Plasma ungleichmaBig verteilen. 

Seit der Veréffentlichung meiner Blutcholesterinmethode (I. ¢.) ist 
diese staindig angewandt und auf Haltbarkeit der Reagenzien und 


1 Warren M. Sperry u. R. Schoenheimer, J. of biol. Chem. 110, 655, 
1935. —- 2? L. H. Schmidt, ebenda 109, 445, 1935. 3 Bent Andersen, Hospital- 
stidende SS, 1247, 1935. -- 4 P. Drucker, ebenda 66, 111, 1923. 
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Fehlerquellen gepriift worden. Es ist auch gelungen, die Methode fii 
Serienanalysen noch geeigneter zu machen. Unter Hinweis auf die erste 
Veréffentlichung soll die Methode zunachst in ihrer jetzigen Gestalt 
beschrieben und danach iiber die Versuche, die zu den Anderungen 
gefiihrt haben, sowie iiber die ermittelten Fehlerquellen berichtet 
werden. 
Cholesterinbestimmung in 0,1 cem Blut, Serum oder Plasma. 
A. Apparatur. 

Auber der in der ersten Abhandlung beschriebenen Apparatur wird 
ein besonderer Stander fiir 20 Pyrexreagensgliser benutzt. Dieser 
Stander kann in einer motorgetriebenen Schiittelmaschine befestigt 
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Abb. 1. Stander zur Chloroformextraktion und Reinigung des Extrakts. 
Der Stunder besteht aus einer 15 em breiten hélzernen Bodenplatte, zwei senkrecht darauf 
befestigten héilzernen Endplatten und einer der Bodenplatte parallelen, hilzernen Deckplatte 
mit 20 Lichern, die mit Korkstreifen gefiittert sind. An den Lingsseiten der Deckplatte sind 
Messingleisten angeschraubt, die je mit 10 Léchern mit Innengewinde fiir dazu gehérige 
Sechrauben versehen sind. 


Abb. 2. Teil der durchlochten Deckplatte des 
Stiinders. Man sieht die beiden den Li&ngs- 
seiten angeschraubten Messingplatten (schraf- 
fiert). A ist eine der unter Abb.1 erwihnten 
Schrauben, die dazu dienen, die gebogene 
Messingplatte B gegen die Korkeinfassung C 
zu driicken. Letztere ist nur an dem Teil 
der Innenseite des ausgebohrten Loches an- 
geleimt, der gerade iiber der Messingplatte B 
liegt. Infolge der Schmiegsamkeit der Kork- 
einfassung © kann man ein in das Loch ge- 
stecktes Pyrexreagensglas unerschiitterlich im 
Stander befestigen. 
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werden und wird bei der Extraktion des Cholesterins mit Chloroform 
und bei der nachherigen Reinigung des Extraktes benutzt. Die Ein- 
richtung des Standers ist aus Abb. | und 2 ersichtlich, seine Befestigung 
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in der Schiittelmaschine aus Abb. 3 
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¢o42 angen und Erfahrungen bei Totalcholesterinbestimmung usw. 
Die Schiittelmaschine ist mit einem waagerecht stehenden Wagen und 
lotrecht stehenden Endklétzen sowie mit einem im Wagen lotrecht stehenden, 


verschiebbaren Klotz versehen, der die Bodenplatte des Sténders mittels 
einer Schraubenzwinge gegen einen der lotrechten Endklétze driicken kann. 


Abb. 3. Befestigung des Stianders 
an dem waagerecht beweglichen 





Tisch der Schiittelmaschine. (Sttn- 1 
der schraffiert.) Die verkorkten tip 
Pyrexreagensgliiser sind in den in - 
der Deckplatte des Stinders be- 
findlichen Lichern befestigt dines 




















Die Amplitude des waagerecht beweglichen Schiitteltisches betragt etwa 
10 cm, die Zahl der Ausschlige nach jeder Seite 180 bis 200 je Minute. 

Ubrige Apparatur: Fiir das Wasserbad von 70°C zur Farbung der 
Analysen ist ein Kochtopf von 20cm Héhe und 28cm Durchmesser mit 
einem darin befindlichen 12,5 em hohen DreifuB vorgesehen. Auf diesen 
DreifuB wird ein Metallstativ von der bei Hagedorn! geschilderten Art 
gesetzt, das zur Aufnahme der 10 cem-MaBkolben (ohne Schliff und méglichst 
von gleichem Fabrikat, sowie einigermaBen weithalsig) sehr geeignet ist. 
Das Wasser im Kochtopf soll bis etwas iiber den Halsansatz der Kolben 
reichen, bei mehr Wasser fallen die Kolben leicht um. 

Korkpfropfen und Filter werden nach der friiheren Vorschrift (I. ec. 
S. 407) gereinigt. Die iibrige Apparatur wird spiter beschrieben. 


B. Reagenzien. 


»Natrium hydricum purum in rotulis ,,Merck*. 

Chloroform. Das zur Ausschiittelung der Analysen benutzte Chloroform 
braucht nicht absolut wasserfrei zu sein, da spaiter doch Wasser aus dem 
Extrakt entfernt werden mu&. 

Cholesterinstammlésungen in Chloroform. Das hierbei angewandte 
Chloroform muB wasserfrei sein. Es wird mit dem spater zu besprechenden 
Zinkchloridreagens auf Wasser gepriift. Mit einer 1° igen Cholesterin- 
stammlésung als Ausgangssubstanz wird bis zu Lésungen von 0,08, 0,04 und 
0,02°/,, verdiinnt. Die letztere wird zur Faktorenberechnung benutzt. Die 
Lésungen miissen gut verkorkt aufbewahrt werden. Verdampfungsfehler 
sowie durch den groBen Ausdehnungskoeffizienten des Chloroforms ver- 
ursachte Fehler miissen verhiitet werden. 

Bolus alba‘: ,,Merck** soll rein und wasserfrei sein. Da die Priparate 
zuweilen etwas klumpig sind, ist die den Analysen zur Extraktion von 
Wasser zugesetzte Menge etwas variierend (s. unten). 

20 %ige Zinkchloridlésung in Eisessig. Verwendet wird Mercks Analysen- 
praparat von Zinkchlorid in Stangen (100g ist eine angemessene Menge) 
und Kahlbaums Analysenpraparat von Eisessig. 80 g teilweise zerkleinertes 
Zinkchlorid werden in der Flasche rasch abgewogen und so viel Eisessig 
zugesetzt (im ganzen 320g), daB das Zinkchlorid davon bedeckt ist. Die 


! H.C. Hagedorn, Habilitierungsschrift Kopenhagen 1921, S. 157 unten. 
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sorgtaltig verschlossene Flasche wird griindlich geschittelt, in den Brut 
schrank gesetzt und dort bei etwa 80°C unter mehrmaligem Schiitteln ein 
paar Stunden belassen. Alsdann wird die Flasche in der Schiittelmaschine 
etwa eine halbe Stunde zur Lésung des Zinkchlorids geschiittelt. Nach 
Abkiihhing bis zur Zimmertemperatur ist das Reagens gebrauchsfertig und 
halt sich etwa 1 Monat, wenn es nach jedesmaligem Gebrauch wieder 
schnell verschlossen wird. Etwa 10 cem werden in ein Reagensglas gegossen 
und daraus gleichmaBig abpipettiert. Das Reagens wird durch Zusatz von 
Chloroform und Schiitteln gepriift. Wenn hierbei Fallungen eintreten, ist 
das Reagens wasserhaltig und unbrauchbar. 

Acetylchlorid. An Stelle von Kahlbawms Priiparat wurde zu dem von 
Merck tbergegangen, da es sich langere Zeit als konstant erwies und die 
vleiche Farbkraft hatte wie Kahlbaums Praparat. Dieselbe Probe Acetyl- 
chlorid ist 1 Monat haltbar, wenn sie gut verschlossen im Dunkeln und im 
Eisschrank aufbewahrt wird. 


C'. Methodik. 


0,leem Blut, Serum oder Plasma wird in ein 1,5 cem gewéhnliches 
Wasser enthaltendes Pyrexreagensglas von -15 em Héhe und 1,5 em lichter 
Weite eingetragen. 

1. Verseifung und Spaltung von Proteinstoffen. Nach Zusatz von 
drei Tabletten NaOH erfclgt die Lésung durch vorsichtiges Schiitteln im 
Warmwasserbad. Dann wird 2!), Stunden im Wasserbad gekocht, wobei 
das Pyrexreagensglas etwa jede halbe Stunde geschiittelt wird, um zu ver- 
hiiten, daB an der Innenseite des Glases schwarze Flocken haften bleiben. 

2. Extraktion. Nach Abkiihlung werden 10 cem Chloroform zugesetzt 
(die Pipette muB eine angemessen langsame AbfluBzeit haben —- etwa 
15 Sekunden und darf nicht ausgeblasen werden). Danach wird das Glas 
schnell mit einem entsprechend vorbehandelten Korkstopfen verschlossen 
und eine halbe Stunde in der Schiittelmaschine extrahiert. 

3. Reinigung des Extraktes mit Bolus alba, In das Reagensglas werden 
zwei bis vier Spatel (13 mm Durchmesser) Bolus alba (je nach dem Feuchtig- 
keitsgrad) gebracht, wonach das Glas schnell wieder verkorkt wird. Nach 
5 Minuten Schiitteln (der Inhalt mu8B ,,staubig‘S erscheinen) werden je nach 
dem ,Feuchtigkeitsgrad des ,,Staubes‘* 2 bis 3 Tropfen Wasser zugesetzt. 
Nach weiteren 5 Minuten Schiitteln (die Innenseite des Glases muB nun 
. schleimig** sein) werden zwei Spatel Bolus alba zugesetzt. Nach 10 Minuten 
Schiitteln (nun miissen schleimig-feuchte Kugeln zu sehen sein) werden zwei 
bis drei Spatel Bolus alba zugesetzt. 20 Minuten langes Schiitteln (das Glas 
mu nun trockene Kugeln aus Bolus alba enthalten und darf an der Innen- 
seite nicht schleimig sein; das Chloroform muB vo6llig klar sein). 

Dieses Verfahren eignet sich nur bei einer gré6Beren Anzahl von Ana- 
lvsen; bei wenig Analysen schiittelt man besser, wie friiher beschrieben, 
mit der Hand. 

1. Filtrierung wie in der friiheren Mitteilung (S. 409, Punkt 7 und 8). 

5. Fdrbung. In den Kolben mit 5 ccm Filtrat wird 1 eem Zinkchlorid-Eis- 
essigreagens gegeben und geschiittelt. Wenn danach Triibungen auftreten, hat 
das Gemisch Wasser enthalten (s. oben) und das Ergebnis ist nicht verlaBlich. 
Allen Analysenglisern wird je 1 cem Acetylehlorid zugesetzt (Pipette nicht 
ausblasen). Darauf wird jeder Kolben in ein Wasserbad mit kaltem, 
flieBendem Wasser gebracht. Die Farbung erfolgt auf dem Wasserbad 
von 70°C nach genau 10 Minuten. Sodann wird schnell abgekiihlt. Dabei 
wird in alle Kolben je etwa 5cem Chloroform eingetragen, wonach sie 
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auBen sorgfaltig abgetrocknet, bis zur Marke mit Chloroform gefiillt, ver- 
korkt und zur Mischung mehrmals umgedreht werden. Alsdann werden sie 
bis zur Photometrierung in den Ejisschrank gesetzt. 

6. Photometrie in Pulfrichs Photometer. Griines Filter S 538, 2 ¢m- 
Kiivette, bei sehr hoher Cholesterinkonzentration Kiivetten von geringerer 
Schichtdicke (und umgerechneter Faktor). 

Zwei Blindanalysen sind unerldBlich (1'/, eem Wasser und drei NaOQH- 
Tabletten, behandelt wie die tibrigen Analysen). Je nachdem man viele 
oder wenige Analysen hat, ist das Verfahren etwas verschieden. Im ersteren 
Falle miissen die gefairbte Analyse und die Blindanalyse jede fiir sich photo- 
metriert werden, denn das Gemisch von Chloroform und Zinksalz bewirkt, 
wenn es stehengelassen wird, leicht Unklarheiten an der AuBenseite der 
Scheiben in der Kiivette. Bei wenigen Analysen und bei Temperaturen 
nicht tiber 17°C wird das friiher beschriebene Verfahren benutzt. 

7. Berechnung in mg-%%. Wenn man den fiir £ ermittelten Wert mit 
dem Faktor multipliziert (der mit .Wercks Acetylchlorid bei einer Kiivette 
von 2em Schichtdicke in den zahlreichen Bestimmungen 420 betrug), 
erhalt man den Cholesterinwert direkt in mg-°,4. Dabei kann man von zwei 
E-Werten ausgehen (a und b des Beispiels). 





Beispiel 1 2 3 4 
Trommelzahl fiir Blutanalyse mit Blindanalyse 52,2 57,8 54,2 56,9 
= » Blutanalyse allen ..... 448 50,2 47,9 49,15 
~ » Blindanalyseallein. . .. . 87,1 87,1 87,1 87,1 
Wert von ,/“ fur Blutanalyse mit Blindana- 

Be oc vee ee et ee sw | OR Ce Gee; Saee 
Blutanalyse allen. . . . . . . . . . 0,849 = 0,299 0,321 | 0,309 
Blindanalyse allen . ........ 0,061 0,061 0,061 | 0,061 

Epit Minus Epyng (DD... - - - - ~~ (0,288 | 0,238 (0,260 =—0,248 
Cholesterinwert fir a). .......... 119 100 112 104 
” SO) ) See er eat aren aera 121 100 110 103 


Hieraus ergibt sich, da8 man auch den Wert Epiing auf zweierlei Weise 
bestimmen kann, was von praktischer Bedeutung ist, da die Blindbestimmung 
bei direkter Messung etwas unsicher ist und man deshalb in der indirekten 
Bestimmung eine gute Kontrolle hat. 

8. Faktorbestimmung. Von der Cholesterinstammlésung von 0,0200° 5 
werden je 5cem in zwei 10 cem-Kolben abpipettiert. AuSerdem wird eine 
entsprechende Blindanalyse mit reinem Chloroform ausgefiihrt. Die drei 
Lésungen werden ebenso wie die Blutlésungen in Kiivetten von 2 em Nchicht- 
dicke gefarbt und photometriert und der ermittelte Wert fiir E durch 200 
dividiert. Die Faktorbestimmung erfolgt jedesmal, wenn neues Zink- 
chloridreagens oder Acetylchloridpriiparat verwendet wird, auberdem 
jedenfalls einmal monatlich. Wahrend einer Zeitspanne von mehr als 
2! /, Jahren sind standig Faktorbestimmungen ausgefiihrt worden, deren 
Ergebnis ist, daB der Faktor 420 unter den Versuchsbedingungen der 
niedrigste ist (den am starksten farbenden Reagenzien entsprechend). 
Dies spricht dafiir, daB 420 auch der ideale Faktor ist. Bei Anwendung 
dieses Faktors gehorchen reine Cholesterinanalysen dem Beerschen Gesetz, 
wahrend dies, wenn ein anderer Faktor fiir die Reagenzien ermittelt wird, 
nur naherungsweise zutrifft. Daher kann man annehmen, da ein anderet 
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Faktor durch unreine Reagenzien verursacht wird. Wenn der ermittelte 
Faktor nicht wesentlich von 420 abweicht, ist der eingefiihrte Fehler pro- 
zentual jedoch minimal?. 


D. Versuche zur Erlduterung der abgednderten Extraktionsmethode nebst 
Fehlerquellen. 
l. Vergleich zwischen den mit der Hand und in der Schiittel- 
maschine ausgeschiittelten Reagenzien. 


Blutanalysen (mg-% Cholesterin). 





Extraktion Extraktion 
durch Handkraft durch “Maschinenkraft durch Handkraft durch Maschinenkraft 
140 136 155 146 
131 130 136 130 725 Min. 
111 112 : 131 141 | 
111 114 = 
4 € 122 127 
105 113 
‘ 09 -110 108 
305 270 ‘ ‘ 
126 128039 Mit 
156 151 | 145 143 =_— 
150 142 {, 5 Mi 130 122 
158 —— 146 151 
168 170 170 166 








Die beiden Versuchsreihen zeigen gute Ubereinstimmung. Vorsichts- 
halber wurde eine Extraktionszeit von 30 Minuten in der Schiittel- 
maschine beibehalten. 


2. Haltbarkeit des Zinkchloridreagens und Fehlerquellen. 

Bei dem Vergleich von neu hergestellten und friiher benutzten 
Zinkchloridreagenzien stellte sich heraus, daB bei einem gewissen Alter 
des Reagens nach Zusatz zur Chloroform oder Cholesterinlésung in 
Chloroform Ausfallungen erschienen, die sich beim Umschiitteln des 
Kolbens nicht lésten und wohl auf die Anwesenheit von Wasser zuriick- 
zufiihren sind. Bei staérkerer Austallung war die Farbung schwiacher, als 
wenn die Cholesterinprobe mit frischem Reagens versetzt wurde. Dies 
Verhalten wird durch nachstehende Versuchsreihe erlautert. 





Frisch 8 ~ 3 6 
Alter des Zinkchloridreagens Frisch |mit 5 °/o; wonate | Monate | Monate | Wochen 
Wasser * , 5 7 


Andauernde Triibungen nach | 
Zusatz von Zinkchloridreagens a “b - a 
und nachherigem Schiitteln | 
E | 0,470 | 0,891 0,428 0,385 | 0,439 | 0,434 
, \ | 0,472 0,882 0,482 0,392 | 0,484 | 0,439 


! In diesem Zusammenhang soll ein Druckfehler in der friiher ver- 
Offentlichten Arbeit berichtigt werden: Der Faktor ist dort mit 4200 anstatt 
420 angegeben. Aus der Uberpriifung der angefiihrten Versuche ergibt sich 
ohne weiteres, da der ermittelte Faktor auch dort 420 ist. 
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3. Haltbarkeit des Acetylchlorids und Fehlerquellen. 

Acetylchlorid halt sich etwa 1 Monat, wenn es in Flaschen mit 
iiberbundenem Glasstépsel imi Eisschrank und im Dunkeln aufbewahrt 
wird. Jede neue Portion wird gegeniiber einer Cholesterinlésung von 
bestimmter Starke (0,02°/,,) und standardisiertem Zinkchloridreagens 
gepruft. Beim Farben wurden im groBen ganzen konstante Ergebnisse 
erzielt, abgesehen von einer einzelnen Sendung, die, wahrscheinlich 
infolge Hydrolyse, variierende Werte fiir zwischen 461 und 566 ergab. 
An einem Merck-Praparat ausgefiihrte Kontrollbestimmungen ergaben 
bei wiederholten Untersuchungen eine Variation von 420 bis 416, 
d.h. konstante Ergebnisse und den gleichen Faktor, der friiher mit 
Kahlbaums Praparat erzielt wurde. Mithin ist die scharfste Kontrolle 
jeder neuen Lieferung von Acetylchlorid geboten. 


E. Genawigkeit der Methode. 

Seit meine letzten Verdéffentlichung (l.¢.) ist durch gréBere Ubung 
und Beseitigung der mitgeteilten Fehlerquellen noch eine gréBere Genauig- 
keit der Methode erreicht worden. Als Beleg hierfiir seien elf kiirzlich aus- 
gefiihrte Anaylsen mitgeteilt: 

167 mg-% 218 172 141 183 172 184 200 181 223 167 

163 221 173 140 184 173 185 197 180 227 167 

166 
Die drei ersten Analysen zeigten gute Ubereinstimmung mit der von Schén- 
heimer und Sperry! angegebenen Mikrocholesterinmethode, die anderswo in 
etwas abgeainderter Form angewandt wurde. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Anderung der friiher angegebenen Mikromethode zur 
Cholesterinbestimmung in 0,1 cem Blut, Plasma oder Serum mitgeteilt. 
Sie erlaubt Extraktion und Reinigung des Extraktes bei Anwendung 
von Maschinenkraft in 20 Glisern zugleich. Ferner werden einige der 
Farbmethode anhaftende Fehlerquellen aufgedeckt und die sich daraus 
ergebenden VorsichtsmaBregeln erlautert. 

Den beiden Chefarzten, Dr. phil. O. M. Henriques und Dr. med. Hecht- 
Johansen, spreche ich fiir ihr reges Interesse an meiner Arbeit meinen besten 


Dank aus. 


1 J. of biol. Chem. 106, 745, 1934. 














Beitrige zur Kenntnis des quantitativen Chlorophyllwechsels 
im Laube der zweihiusigen Pflanzen wihrend der 
Gesamtyvegetation. 

Von 


N. T. Deleano und J. Dick. 
(Aus dem Laboratorium fiir analytische Chemie der Universitit Bukarest.) 
(Fingegangen am 1. Dezember 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die unterschiedlichen sekundaren Geschlechtsmerkmale im Pflan- 
zenreiche wurden im Gegensatz zum tierischen Organismus 
noch kaum niaher untersucht. Wesentliche Unterschiede  diirften 
sich ja auch in den Mengenverhiltnissen der Mineral- und orga- 
nischen Stoffe kaum und héchstens in unmittelbarem Zusammen- 
hang mit dem Stoffwechsel wahrend der Bliitezeit, Pollen- und 
Fruchtbildung zeigen. Das _ physikalisch-chemische Studium der 
Sexualitat im Pflanzenreiche weist trotzdem heute schon einige inter- 
essante Ergebnisse auf. In vorliegender Arbeit sollen einige Versuche 
iiber vergleichende Messungen des Chlorophyllwechsels im Laube je 
einer Bruchweide und Silberpappel ‘mit mannlichen (o) und weib- 
lichen (2) Bliiten, voms Beginn der Entwicklung des Laubes bis zum 
herbstlichen Vergilben, also wahrend einer ganzen Vegetationsperiode 
desselben, beschrieben werden. 

In einer vor kurzem in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit beschrieben 
wir die quantitativen Chlorophyllsechwankungen im Laube einer Bruch- 
weide (c*) und einer Silberpappel (2) !. Gleichzeitig wurde eine quantitative 
Messung der Mineral- und organischen Stoffe, wie auch des Carotins, Xantho- 
phylls und Chlorophylls vorgenommen. 

Das Laub wurde genau in dem in vorerwahnter Arbeit angegebenen 
Zeitraume und in derselben Weise gesammelt. Die Bestimmung des 
Chlorophylls wurde mittels unseres, ebenfalls in dieser Zeitschrift be- 
schriebenen Verfahrens? auf  gewichtsanalytischem Wege als 
MgNH, AsO, .6H,O ausgefiihrt, ein Verfahren, das sich zu Serien- 
bestimmungen besonders eignet und von der Menge der besonders bei 
der herbstlichen Vergilbung beteiligten wasserléslichen Farbstoffe wie 
auch von der der gelben Pigmente unabhangig ist. Im iibrigen sei auf 
die nihere Beschreibung des Verfahrens verwiesen. Die Analysenergeb- 
nisse wurden als Chlorophyll ,,a berechnet und auf 100g Frisch- 
substanz und 100 Blatter bezogen. 

'N.T. Deleano u. J. Dick, diese Zeitschr. 279, 49, 1935. — ? Die- 
selben, ebenda 268, 317, 1933. 
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Mittels der Analysenzahlen erhalt man die Kurven der Abb. | und 2. 
Auf die Ordinate ist die gefundene Chlorophyllmenge in mg fiir je 
100 Blatter, auf die Abszisse die Vegetationszeit in Tagen aufgetragen. 
Aus Abb. 1 ist vor allem ersichtlich, daB die vollentwickelten Blatter 
einer Bruchweide mit mannlichen Bliiten bedeutend, und zwar um 
etwa ein Drittel mehr Chloro- 
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@: jedoch betragt hier der Unterschied nur ein Achtel und _ nicht 
ein Drittel wie bei der Berechnung auf 100 Blatter. Aus einer 
gleichen Kurve fiir die Silberpappelblatter wiirde auBer einer unregel- 
maBigen Speicherung des Chlorophylls noch hervorgehen, daB die vollig 
entwickelten Blatter einer Silberpappel mit mannlichen Bliiten weniger 
Chlorophyll enthalten, und zwar um etwa ein Zehntel weniger als die 











Sue N. T. Deleano u. J. Dick. 


einer Silberpappel mit weiblichen Bliiten, also gerade das Gegenteil 
wie bei der Berechnung auf 100 Blatter, trotzdem auch in diesem Falle 
erstere gréBer und daher schwerer sind als die letzteren. 

Daraus geht einwandfrei hervor, daB die Berechnung der Ergebnisse 
auf 1/00 Blatter die folgerichtigere und den Lebenserscheinungen der 
Pflanze mehr entsprechende Berechnungsart darstellt, indem sie uns 
eine einwandfreie Betrachtung der Vorgiainge erméglicht. 


Zusammenfassung. 


Die vollig entwickelten Blatter einer Bruchweide mit mannlichen 
Bliiten enthalten etwa ein Drittel mehr Chlorophyll als die einer 
Bruchweide mit weiblichen Bliiten. Die Blatter einer Silberpappel mit 
mannlichen Bliiten enthalten nach der Beendigung der Entwicklungs- 
periode ebenfalls, und zwar etwa ein Viertel mehr Chlorophyll als 
die einer Silberpappel mit weiblichen Bliiten. 





iteil 
alle 


isse 
der 
uns 


hen 
iner 
mit 
ngs- 

als 





Die Bildung von Phosphorsaureestern 
in der Darmschleimhaut bei der Resorption. 
Von 
F. Verzar und H. Siillmann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Basel.) 
(Eingegangen am 5, Dezember 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer Reihe von Arbeiten dieses Institutes wurde nach dem Me- 
chanismus der selektiven Glucoseresorption gesucht ' *. Es wurde gezeigt, 
daB diese durch bestimmte Gifte, wie Jodessigsiure, hemmbar ist® und 
auch nach Nebennierenexstirpation verschwindet*. Es wurde an- 
genommen, da} méglicherweise die selektiv resorbierten Zucker in der 
Darmschleimhaut mit Phosphorséure verestert werden®, wodurch fiir 
die Zucker ein erhéhtes Diffusionsgefalle entsteht. Um diese Ansicht 
zu stiitzen wurde untersucht, ob sich in der Darmschleimhaut 
wahrend der Resorption von Zuckern Phosphorylierungsprozesse nach- 
weisen lassen, und es wurde gezeigt, daB das saurelésliche organische 
Phosphat der Darmschleimhaut bei der Resorption verschiedener Zucker 
und von Glycerin in der Tat vermehrt ist®. Diese Untersuchungen 
werden im folgenden weitergefiihrt und durch entsprechende Versuche 
an mit Monojodessigsiure vergifteten und an nebennierenlosen Ratten 
erginzt. Besonderes Gewicht wurde auf die Hydrolysierbarkeit des 
organischen Phosphats gelegt, um Anhaltspunkte iiber die Natur der 
neu entstehenden Phosphorsiureester zu erhalten. — Nach den Unter- 
suchungen von Meyerhof und Lohmann’ am Muskel war an eine Gleich- 
gewichtsreaktion von Triosephosphorsaure mit Hexosediphosphorsaure 
zu denken und deshalb ist auch nach ersterer gesucht worden. Es war 
bereits friiher nachgewiesen worden’, daB in der Darmschleimhaut 
Zymohexase (Aldolase) vorhanden ist, welche diese Gleichgewichts- 
reaktion vermittelt. 


Dementsprechend untersuchen wir in der Darmschleimhaut: 
1. Die Menge des saureléslichen organischen Phosphats bei der Resorption 


1 F. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 32, 391, 1931. —- ? Derselbe, diese 
Zeitschr. 276, 17, 1935. — * W. Wilbrandt u. L. Laszt, ebenda 259, 398, 
1933. — 4 W. Wilbrandt u. L. Lengyel, ebenda 267, 204, 1933. — ° H.E. 
Magee u. E. Reid, J. of Physiol. 78, 181, 1931. — * L. Laszt u. H. Siillmann, 
diese Zeitschr. 278, 401, 1935. —- * O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebenda 
271, 89, 1934. — ®§ H. Stllmann, Mitt. d. fr. Ver. Schweiz. Physiol., Januar 
1936. 
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von verschiedenen Zuckern und von Glycerin und zum Vergleich bei der 
tesorption von physiologischer NaCl-Lésung. 

2. Die Charakterisierung dieses organischen Phosphats. 

a) Durch Bestimmung der Triosephosphorsaure ; 

b) durch Saurehydrolyse. 

3. wurden dieselben Fragen auch an Tieren untersucht, welche 

a) durch Jodessigsiure vergiftet waren (wodurch die selektive 
tesorption aufgehoben wird) und 

b) bei Tieren nach Exstirpation der Nebennieren, was wie er- 
wahnt dieselbe Wirkung hat. 


Methodik?. 


Zu den Versuchen benutzten wir Ratten von 130 bis 200 g Korper- 
gewicht. Die Tiere hungerten 24 bis 48 Stunden und erhielten dann die ent- 
sprechende Substanz. In den meisten Versuchen wurde diese als 7 %ige 
Losung in Mengen von 5cem mit Magensonde eingegeben. Alle Tiere 
wurden nach 45 bis 75 Minuten getétet. In einer Versuchsreihe (Tabelle La) 
wurden die Lésungen in ein abgebundenes Stiick des Diinndarms injiziert. 
In diesen Versuchen betrug die Resorptionszeit 15 bis 60 Minuten. 

Die Darmschleimhaut wurde abgeschabt, aber im Gegensatz zu der 
friiheren Arbeit (6) unter sorgfaltiger Eiskiihlung gesammelt, um die Auf- 
spaltung des organischen Phosphats wahrend der Gewinnung méglichst 
zu hemmen. Die Schleimhaut wurde,in 5cem 15 %ige Trichloressigsiure 
gegeben und mit Wasser auf 25 ccm aufgefiillt. Im Filtrat erfolgten die 
Phosphatbestimmungen mit dem Stufenphotometer. Die in den Tabellen 
angegebenen Phosphatwerte sind mg-®% P in der Schleimhauttrocken- 
substanz, und alle Bestimmungen dieser Arbeit beziehen sich also auf den 
siureléslichen P. Lipoid-P wurde demnach nicht bestimmt. 

1. Gesamtphosphat wurde in einem aliquoten Teil durch Veraschung 
bestimmt. 

2. Als direkt bestimmbares Phosphat wird das durch direkte Kolorimetrie 
bestimmte Phosphat bezeichnet. 

3. Organisches Phosphat ist als Differenzwert zwischen dem direkt 
bestimmbaren und dem Gesamt-P angegeben. Demnach ist in den Werten 
fiir ,,organisches Phosphat** der Tabellen Kreatinphosphorsaure nicht 
enthalten. 

4. Triosephosphorsdure wurde als alkaliverseifbares Phosphat nach 
Meyerhof und Lohmann (1. c.) bestimmt. 

5. Das saurelésliche organische Phosphat des _ Trichloressigsiure- 
extraktes wurde hydrolysiert zwecks Charakterisierung der darin ent- 
haltenen Phosphorsaureester. Dabei gingen wir nach Lohmann? vor, indem 
wir mit n HCl im kochenden Wasserbad hydrolysierten und die Zunahme 
des anorganischen Phosphats nach 7, 30, 60 und 180 Minuten bestimmten. 
Die Prozentzahlen der Hydrolysenfraktionen in den 'Tabellen bedeuten °% 
der aufgespaltenen P-Menge vom organischen Phosphat. 


! Die Versuche hat H. Stilimann ausgefiihrt. —- * K. Lohmann, diese 
Zeitschr. 194, 306, 1928. 
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Phosphorséureester in der Darmschleimhaut bei der Resorption. 


I, Versuche an normalen 
Tieren. 
Gesamtphosphat 
und organisches sdure- 
lésliches Phosphat. 

Wir 
zuerst das saurelésliche 
Phosphat (s. 1. P.) der 
Darmschleimhaut nor- 
maler Tiere. Dabei 
wird die Schleimhaut 
von Tieren, welche nur 
1%ige NaCl-Lésung 
erhielten, verglichen 
mit solchen, die Glu- 
cose, Fructose, Galak- 
tose oder Glycerin be- 


besprechen 


kamen. 


a) NaCl. 
Die als Vergleichs- 
benutzbaren 
Tiere, welche nur NaCl 
erhielten, zeigen, dah 


serie 


etwa die Halfte des 
yvesamten s.1. P. der 
Darmschleimhaut_ or- 


ganisch gebunden ist. 
Nach Tabelle I ist 
bei Eingabe der NaCl- 


Lésung per os im 
Mittel das Gesamt-P 


400.4 und das organi- 
sche P196,4mg-°%, wo- 
die Werte 
diesen 16 Tieren zwi- 
schen 324 bis 464 bzw. 
133 243 mg-°, 
schwanken. 

Tabelle Ia zeigt 
sechs Versuche mit di- 
rekter Injektion der 
NaCl-Lésung in den 
Diinndarm. Hierzu wur- 


den 7 ecem_ 0,85 %ige 


bei von 


bis 


Na Cl-Resorption. 


Tabelle I. 
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Versuche an Ratten mit abgebundenem Darmstiick, Urethannarkose. 


Tabelle Ia. 
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NaCl-Lésung in 
70cm langes, an beiden 
Enden abgebundenes 
Darmstiick gespritzt. 
Die Werte fiir Ge 
samt-P liegen zwischen 
294 und = 675 mg-°®, 
bzw. fiir organisches P 
zwischen 136 bis 454 
mg-%. Die Streuung, 
die auch bei den 
deren in der Tabelle auf 
gefiihrten Versuchen zu 
beobachten ist, ist aus 
unbekannten Griinden 
viel gréBer und wir 
haben deshalb _ spater 
nur Versuche mit Ein- 
gabe per os gemacht. 
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Verglichen mit den 
Versuchen der fritheren 
Arbeit von Laszt und 
Siillmann (l. ¢.) ergibt 
sich, daB} der Wert fiir 
Gesamt-P dort 230,0 
bis 307,9 mg-%, im 
Mittel 266,0 mg-°%, be- 
tragt, also nur etwas 
mehr als die Halfte der 
Werte der Versuche in 
Tabelle I. Die Werte 
fiir organisches Phos- 
phat sind noch starker 
abweichend, namlich 
dort nur 35,4 _ bis 
73,8 mg-°%, im Mittel 
48,5mg-%. Wir haben 
keine Anhaltspunkte, 
diese Differenzen zu 
erklaren, doch zeigen 
sie, wie sehr 
Untersuchungen nur 
gleichzeitig an gleich- 
artigen und gleichge- 
fiitterten Tieren durch- 
fiihrbar sind. 
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b) Glucose, Fructose, Galaktose, Mannose und Glycerin. 

Wie aus den Tabellen II bis VI und der Ubersichtstabelle VII 
hervorgeht, ist im Mittelwert bei der Resorption aller dieser Substanzen 
nach per-os-Gaben eine Zunahme des organischen Phosphats zu sehen. 
Die Zunahme ist am starksten bei der Resorption von Fructose (im 
Mittel 85,4 mg-°%%), am schwachsten bei Mannose (25,9 mg-%). 

Die Menge des Gesamtphosphats schwankt im Mittel dieser Versuchs- 
reihen zwischen 390 bis 482 mg-°%. Der Anteil des organischen Phosphats 
am Gesamtphosphat ist in allen Fallen gegeniiber dem NaCl-Wert 
erhéht. In den NaCl-Versuchen betragt er 48,6 %, in allen anderen iiber 
50°% und ist ebenfalls bei Fructose am héchsten (58,5°%). Im Mittel 
betragt das organische P in den NaCl-Versuchen 196,4 mg-°% und erhoéht 
sich in den Fructoseversuchen auf 281,6, bei Galaktose auf 245,1, 
Glucose 235,0 und Mannose 222,2 mg-%. Die Erhéhung des organ. P 
betragt bei Fructose 43,5°%, bei Glucose 19,7%. 

In drei Versuchen mit Eingabe per os wurde nur die Schleimhaut 
der oberen Diinndarmhilfte zur Bestimmung benutzt, weil der Zucker 
so rasch resorbiert wird, daB bei per-os-Kingabe der gréBte Teil schon 
im oberen Diinndarm aufgenommen werden kann. Es schien deshalb 
moglich, daB auf diese Weise gréBere Anderungen des Phosphatgehaltes 
feststellbar sind. In diesen Versuchen nimmt das organische Phosphat 
bei der Fructoseresorption um 144,0 bzw. 103,8 mg-% gegeniiber dem 
NaCl-Versuch zu; die beobachtete Vermehrung ist also etwas deutlicher 
als in den schon besprochenen Versuchen. 


Tabelle Vila. Schleimhaut der oberen Diinndarmhalfte. 





Direkt bestimm- 


Nr Versuch barer P Gesamt-P Organischer P 
mg-9/9 * mg-/> mg-9/o 

91 EG ed eam Pete LOPE 146.8 288,0 141,2 

93 PRR 6 ee 194,8 480,0 285,2 

94 . Regis em kee 161,0 416,0 245,0 


Bei direkter Injektion in den Darm (vgl. Tabelle Ia) lagen die Werte 
der zwei Versuche fiir Glucose, sowohl fiir Gesamt- als fiir das organische 
Phosphat jedoch innerhalb der Streuungswerte der NaCl-Versuche. 

Fiir Fructose ist die Lage insofern verschieden, als bei groBer Streuung 
bei neun Versuchen zwei Werte des organischen P oberhalb der NaCl-Ver- 
suche liegen, wahrend alle anderen innerhalb dieser Grenzen fallen. Wegen 
dieser starken Streuung haben wir nur die Versuche mit per-os-Eingabe 
zur Grundlage der weiteren Besprechungen gewahlt. 


ec) Hydrolysierbarkeit des organischen Phosphats. 
Die Saurehydrolyse gibt uns ein Mittel zur Charakterisierung der 
Phosphorsaureester in die Hand. Im folgenden versuchen wir diese 
Charakterisierung beziiglich der Phosphorsaureester durchzufihren, 
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welche bei NaCl-Resorption in der Darmschleimhaut vorhanden sind. 
Diese Werte werden dann verglichen mit jenen, die bei der Resorption der 
verschiedenen anderen Substanzen gefunden werden, und damit laBt sich 
feststellen, ob mit der Erhéhung des organischen Phosphats auch eine 
qualitative Anderung der Phosphorsaureester einhergeht. 

Abb. 1 zeigt unter Zugrundelegung der in den Tabellen I bis VI 
angegebenen Mittelwerte kurvenmaBig den Verlauf der Hydrolysen. 
Auch die Hydrolysenkurven jedes einzelnen Versuchs wurden gezeichnet 
und verglichen. Sie zeigen aber keine wesentlich andere Form als die 
Kurven der Mittelwerte, auf welche wir uns deshalb im folgenden 
berufen. 





—-+-- Galoktose 
a —-— Glucose ———— Mannose 


07 50 60 Min. 160 


Abb. 1. Hydrolysierbarkeit des s.1. organ. Phosphats der Darmschleimhaut normaler Ratten. 














10 


Das wesentliche Resultat ist, daB die Hydrolysenkurven bei der 
Resorption von NaCl einerseits und bei der Resorption von Glucose, 
Galaktose, Mannose andererseits fast gleich verlaufen. Auch mit Glycerin 
war kein deutlicher Unterschied zu sehen. 

Die Phosphatzunahme bei der Resorption dieser Substanzen betrifft 
also in den meisten Versuchen sowohl die leicht hydrolysierbare (Py, bis 
Pigo), als auch die schwer hydrolysierbare Phosphatfraktion. In der 
leicht hydrolysierbaren Fraktion kénnen hauptsachlich die folgenden 
Phosphorséureester vorhanden sein: Adenylpyrophosphorsaure, Hexose- 
diphosphorsaure, Triosephosphorsaure, teilweise Hexosemonophosphor- 
siure, sowie Phosphobrenztraubensaéure. Die schwer hydrolysierbaren 
Phosphorsaéureester kénnen im wesentlichen aus Hexosemonophosphor- 
sauren, Phosphoglycerinséure, Glycerinphosphorsdure, ferner Adenyl- 
saure bestehen. Es ]aéBt sich vielleicht folgern, daB nach Galaktose- und 
Mannoseresorption die schwer hydroiysierbare Fraktion am starksten 
erhéht ist, wihrend nach Glycerin beide Fraktionen in ungefahr gleichem 
MaBe vermehrt sind. 

Ganz anders sieht jedoch die Hydrolysenkurve nach Fructose- 
resorption aus. Das organische Phosphat ist hier in allen Fallen deutlich 
leichter hydrolysierbar. Unter der Annahme, dab nach Fructoseresorption 
keine andere Anderung in der qualitativen Zusammensetzung des organi- 
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schen Phosphats als die durch die Vermehrung desselben bedingte statt- 
gefunden hat, laBt sich ein ungefaihres Bild von der Hydrolysierbarkeit 
des hinzugekommenen organischen Phosphats gewinnen!: 

In den Versuchen 9, 10, 14, 16 und 17 (Tabelle IIT) ist die Zunahme 
des s. 1. organischen Phosphats gegeniiber den NaCl-Versuchen (Ta- 
belle 1) 62,5 mg-%%. Bilden wir die Differenz der Hydrolysenwerte der 
Versuche nach Fructose- und nach NaCl-Resorption (also z. B. Pz Fructose 

Py Nac) usw.), so erhalten wir Zahlen fur die Hydrolysierbarkeit des 
nach der Fructoseresorption hinzugekommenen organischen Phosphats. 
Hierfiir ergibt sich aus den Mittelwerten: 


Pz: 35,1 (= 56,1%): Pso: 59,6 (= 95,5%): Peo: 55,1 (= 88,4%); 
Pigy 70,9 mg-% P (= 118% des organ. P). 


(Dazu ist zu bemerken, daf Piso etwas zu hoch und Py, etwas zu 
niedrig gegentiber P.,, ist, was sich aber bei der verhaltnismaBig geringen 
Zahl der Versuche aus der Streuung erklart.) Nach 7 Minuten ist bereits 
mehr als 50° und nach 30 Minuten etwa 95° des nach Fructose- 
resorption vermehrten s. 1]. P. hyd?olysiert. 

Demnach ist also das hinzugekommene organische Phosphat nach 
Fructoseresorption deutlich leichter hydrolysierbar als das organische 
sdurelésliche Phosphat der normalen Darmschleimhaut bzw. bei Re- 
sorption von NaCl oder der anderen Zucker. 

Auf Grund der Kenntnisse des Muskelstoffwechsels ist an die Mit- 
wirkung von Pyrophosphat bei den Phosphorylierungsprozessen zu 
denken. Dieses ist auch darum von Interesse, weil im Muskelstoffwechsel 
dem Adenylpyrophosphat nach Lohmann und Meyerhof? bei der Bildung 
von Brenztraubensiure aus Phosphorglycerinsaéure eine Rolle zukommt. 
Mit Schleimhautextrakten hat Sillmann (1. c.) gezeigt, daB diese letztere 
Reaktion auch damit zustande kommt. Tabelle VIII enthalt Werte fiir 
den Pyrophosphat-P der verschiedenen Versuchsreihen. Die Berechnung 
geschieht nach: Pyroph.-P = P;, — (Py 9 — P-;,). Zugrundegelegt sind 
die Durchschnittswerte der Tabellen I bis VI. Da die Zusammensetzung 
des organischen Phosphats der Schleimhaut nicht bekannt ist, so ist eine 
soleche Berechnung nur annaihernd méglich. In vielen Versuchen war der 
Zuwachs des organischen Phosphats zwischen 7 und 30 Minuten verhalt- 
nismaBig groB. Es la8t sich erkennen, daB den héchsten Wert fiir 
Pyrophosphat-P die Fructoseversuche und den niedrigsten die Glucose- 
versuche ergaben. 


! Wir lassen fiir diese Berechnung also auBer acht, dai die festgestellte 
qualitative Anderung des saureléslichen organischen P bei der Fructose- 
resorption nicht nur durch Vermehrung desselben, sondern auch durch 
Umesterungsvorgange in der Darmschleimhaut bedingt sein kann. — 
2 K, Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934. 
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Tabelle VIII. 





Pyrophosphat-P —— Pyrophosphat-P 
ersuc 


mg-° 9 mg-° 5 


Versuch 


LO a ae 18.8 Galaktose . . . .. 14.8 
Sy 11,4 Mannose ..... 20,1 
Pructoee.. ss. 29,4 Giyctwmy . 6 i 19,23 


Triosephosphorsdure, d.h. das alkaliverseifbare Phosphat, lag nach 
NaCl-Resorption (Tabelle 1) zwischen 0,1 und 30,5 mg-%%. Das ist im 
Mittel 4,7° des organischen s.1. Phosphats. Auch in den Versuchen 
mit Zuckerresorption zeigen die Werte starke Streuung. 

Die Darmschleimhaut der Ratte enthalt im Verhaltnis zum Muskel nur 
eine geringe Menge Kreatinphosphorsdure, etwa bis zu 5°, des direkt be- 
stimmbaren P. Verfolgt man bei der Bestimmung des ,,direkten** Phosphats 
die zeitliche Abhangigkeit der Farbentwicklung, so wird, verglichen mit 
reinem anorganischen Phosphat, mit den Trichloressigsiureextrakten der 
Schleimhaut nur eine geringe Verzégerung bis zum Erreichen des Farb- 
maximums beobachtet. Ware, wie beim Muskel, ein erheblicher Teil des 
direkt bestimmbaren Phosphats Kreatinphosphorsiure, so wiirde diese Ver- 
zogerung bei der Farbentwicklung bedeutender sein (vgl. hierzu L. Laszt 


und H. Sidllmann, |. c., Tabelle XIV). 


Il. Jodessigsiurevergiftete Tiere. 

In Tabelle IX sind die Versuche an mit Jodessigséure vergifteten 
Tieren wiedergegeben. Es wurden 4 Versuche mit NaCl, 5 mit Glucose 
und 6 mit Fructose gemacht. Die Tiere erhielten 1 Stunde vor der 
Fiitterung subcutan 0,12 mg jodessigsaures Na injiziert. 

Die Werte fiir Gesamtphosphat und organisches Phosphat liegen im 
Mittelwert der NaCl-Versuche bei 497,5 bzw. 245,8 mg-°%%, sind also 
hoher als bei Normaltieren. 


Bei Glucoseresorption sind gegeniiber den Werten der NaCl- 
Resorption bei normalen Tieren die Werte fiir gesamtes und organisches P 
erhoht, nicht aber, wenn man mit den an sich schon erhihten Werten 


bei NaCl-Resorption der mit -Jodessigsdure vergifteten Tiere vergleicht. 
Prozentual hat allerdings auch in diesen Versuchen das organische P 
einen etwas héheren Anteil (53,6 °%) am Gesamt-P als in den Vergleichs- 
versuchen (49,5°%) (vgl. Ubersichtstabelle VII). Die Mittelwerte fiir 
organisches Phosphat bei Fructoseresorption zeigen auch diesen gegen- 
iiber noch eine Erhéhung. Letztere betragt aber nur 33,5 mg-%, 
wahrend sie bei normalen Tieren 85,2 mg-°,, betrug. Die Erhéhung der 
NaCl-Werte macht die Deutung schwierig, sonst miiBte wohl gefolgert 
werden, da} hier die Zunahme des organischen Phosphats bei der Zucker- 
resorption gehemmt wurde. 

In sechs Versuchen (Tabelle LX, letzte Spalte) wurde die im Magen 
des getéteten Tieres verbliebene Zuckermenge bestimmt. Es ergibt sich, 
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dafi auch bei monojodessigséurevergifteten Ratten fast der gesamte ein 
gegebene Zucker nach 45 Minuten aus dem Magen in den Darm entleert 
worden ist. 

III. Nebennierenlose Tiere. 

Auch in den Versuchen an nebennierenlosen Ratten liegen die Werte 
fiir Gesamt-P und fiir das organische P durchweg héher als bei Normal- 
tieren (Tabelle X).. Die Werte zeigen allerdings in diesen Versuchen 
eine gréBere Streuung als bei Normaltieren. 
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Abb. 2. Hydrolysierbarkeit des s. 1. organ. Phosphats der Darmschleimhaut nach Vergiftung 
mit Monojodessigsiure 
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Abb. 3. Hydrolysierbarkeit des s.1. organ. Phosphats der Darmschleimhaut 
nebennierenloser Ratten. 

Auch hier ist, wie beiden Jodessigsaduretieren, in allen Versuchen das 
Gesamtphosphat héher als bei den normalen Tieren, und ebenso liegt 
auch der Wert des organischen P bei NaCl-Resorption héher als bei 
normalen. Im Vergleich zur Resorption von NaCl ist jedoch bei der 
Resorption von Zuckern das organische Phosphat vermehrt. Letzteres 
ist: Nach NaCl-Resorption im Mitte] 248 mg-%, nach Glucose 295 mg-%, 
nach Fructose 308 mg-°%. Die Zunahme ist also auch hier bei Fructose- 
resorption deutlicher und auch bei Glucoseresorption gegeniiber den 
NaCl-Versuchen ausgesprochen. 

In Abb. 2 und 3 sind Hydrolysenkurven der Versuche an mit Mono- 
jodessigsiure vergifteten bzw. an nebennierenlosen Ratten dargestellt. 
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Als wesentliches Resultat ergibt sich auch hier 
die besonders leichte Hydrolysierbarkeit des 
organischen P in den Fructoseversuchen. Die 
charakteristische leichte Hydrolysierbarkeit des 
organischen P nach Fructoseresorption wird 
auch in den Versuchen beobachtet, in denen 
keine Zunahme an organischem P festgestellt 
wurde (z. B. Versuch 127 in Tabelle IX, 139 in 
Tabelle X). Die Hydrolysenkurve zeigt also 
auch in diesen Fallen, daB Phosphorylierungs- 
vorgange, die nicht unbedingt in einer erkenn- 
baren Vermehrung des organischen P bestehen 
mussen, stattgefunden haben. 


IV. Versuch einer Beeinflussung des organischen 
Phosphats durch Fiitterung. 

Westenbrink! hat mitgeteilt, daB die Re- 
sorption verschiedener Zucker beeinfluBt wird, 
wenn die Tiere auf einer verschiedenen Grund- 
nahrung gehalten werden. In dieser Beziehung 
kénnen vier Versuche der Tabelle XI von In- 
teresse sein, in welchen der Phosphatgehalt der 
Darmschleimhaut untersucht wurde, einmal, 
wenn die Tiere vorher 5 Tage lang mit Glu- 
cose und Casein, das andere Mal ebensolange 
mit Fett und Casein gefiittert wurden. In den 
beiden letzteren Versuchen war der Gesamt-P- 
Gehalt und ebenso der Gehalt an organischem 
siureléslichem P gegeniiber den Versuchen nach 
Glucose-Casein-Fiitterung niedriger. Wir ver- 
suchen vorerst nicht, hieraus Folgerungen zu 
ziehen. 

Diskussion. 

Aus den vorangehend besprochenen Ver- 
suchen geht hervor, da®B das saurelésliche or- 
ganische Phosphat der Darmschleimhaut_ bei 
der Resorption von Glucose, Galaktose, Mannose 
und Fructose (und von Glycerin) vermehrt ist. 

Ist das ein Beweis fiir die Hypothese, dal} 
die selektive Glucose- und Galaktoseresorption 
durch eine Phosphorsdureesterbildung — ver- 

1 H.G. K. Westenbrink, Arch. Néerl. Physiol. 
19, 563, 1934. 
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ursacht wird? Ein solcher Beweis lat sich aus diesen Versuchen noch 
nicht bringen, denn 1. geht die Zunahme des organischen Phosphats 
nicht parallel mit der Resorptionsgeschwindigkeit der verschiedenen 
Zucker bzw. es ist nicht so, daB Glucose und Galaktose, die selektiv 
resorbierten Zucker, sich hinsichtlich der Vermehrung des organischen P 
prinzipiell anders verhalten als die nicht selektiv resorbierten. 
Kine Zunahme des organischen Phosphats findet man bei allen hier 
untersuchten Zuckern und weitaus am meisten bei Fructose. Nach der 
GréBe der Vermehrung des organischen s. 1. Phosphats ergibt sich die 
folgende Reihe beziiglich der resorbierten Substanzen: Fructose 
(85,2 mg-%), Galaktose (48,7 mg-%), Glycerin (44,0 mg-%), Glucose 
(38,6 mg-°%), Mannose (25,8 mg-%).  Beziiglich der Resorptions- 
geschwindigkeit steht jedoch Fructose hinter Galaktose und Glucose !:°. 
Mannose zeigt andererseits die geringste Zunahme und wird auch wesent - 
lich langsamer resorbiert. Wenn man allerdings den prozentuellen 
Anteil des organischen Phosphats am Gesamtphosphat bestimmt, so ist 
dieser bei Mannoseresorption sogar héher als bei Galaktoseresorption. 
Die Reihenfolge ist also nicht dieselbe wie die Reihe der Resorptions- 
geschwindigkeiten dieser Zucker. 

2. Bei Jodessigsiurevergiftung, wenn die selektive Glucose- 
resorption gehemmt ist, war die Zunahme bei Glucoseresorption nicht 
und bei Fructoseresorption viel schwacher vorhanden. Dagegen findet 
eine Zunahme des organischen Phosphats auch dann statt, wenn die 
selektive Glucoseresorption bei Nebennierenmangel fehlt. 

Daraus folgt nun, daB die hier beobachtete Zunahme des organischen 
Phosphats in der Schleimhaut direkt nichts mit deren Tatigkeit bei der 
selektiven Resorption der Zucker zu tun hat, sondern zu einem anderen 
Vorgang gehért. Anderenfalls miiBte sowohl beziiglich 1. wie 2. ein 
Parallelismus feststellbar sein. 

Wir heben hervor, daf der Befund, daB Fructose weitaus die star- 
kere Phosphorsaureesterbildung in der Schleimhaut bedingt, eine Be- 
statigung der schon friiher von Laszt und Siillmann*® gemachten Angabe 
ist. Wir haben aber bisher auf diese Reihenfolge deshalb kein Gewicht 
gelegt, weil die Zahl jener Versuche zu gering war, um eine statistische 
Verwertung der Werte zu rechtfertigen. Die sehr wesentliche Ver- 
mehrung der Versuche fiihrt nun aber zu demselben Resultat, das wir 
deshalb als gesichert betrachten. 

Die nachste Frage ist dann: Folgt daraus, da der Anstieg des 
organischen Phosphats nicht den Resorptionsgeschwindigkeiten parallel! 
geht, daB mit der selektiven Zuckerresorption iiberhaupt keine Phos- 
phorylierungsprozesse in der Schleimhaut verkniipft sind ? Auch hierauf 


1 C.F. Cori, Proc. Roy. Soc. London 22, 495, 1925. — ? F. Verzar, 
diese Zeitschr. 276, 17, 1935. — * L. Laszt u. H. Sillmann, ebenda 278, 


401, 1935. 
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lautet die Antwort negativ. Denn eine Zunahme der Hexosephosphor- 
siure mu durchaus nicht unbedingt zu beobachten sein, da, wenn, wie 
wir annehmen miissen, die gebildeten Phosphorsaureester dauernd auch 
wieder gespalten werden, ihre absolute Menge gleichbleibt. (Dasselbe 
ist nach Sinclair! der Fall mit den Phosphatiden der Schleimhaut bei der 
Fettresorption.) Bildung und Spaltung von Phosphorsiureestern 
kénnten sich also in zunachst unkontrollierbarer Weise iiberschneiden. 
Ks ist also durch die vorstehenden Resultate die Hypothese der selektiven 
Resorption durch Hexosephosphorsaureesterbildung zwar nicht ge- 
stiitzt, aber auch ebensowenig geschwacht. 

Unsere dritte Frage ist nun: Was bedeutet dann die Bildung von 
Phosphorsaureestern in der Darmschleimhaut bei der Resorption? Sie 
kann der Ausdruck eines gesteigerten Zellstoffwechsels sein, welcher die 
energie fiir den ResorptionsprozeB gibt. Dieser Stoffwechselprozeb 
verlauft aber auch dann, wenn es sich um die Resorption nicht selektiv 
resorbierter Zucker handelt. Er wird also durch die Resorption dieser 
verschiedenen Substanzen angeregt und, wie es scheint, mehr als durch 
NaCl. Wir wollen vorerst annehmen, daB es dieser ZellprozeB ist, der 
die Phosphorylierungen der Zucker méglich macht: dieser wird auch 
dann in Gang treten, wenn es zu keiner selektiven Beschleunigung kommt. 
Er bliebe dann vielleicht deshalb unwirksam, weil die resorbierte Sub- 
stanz auf diesen ZellprozeB nicht reagiert. 

Eine andere Annahme ware: In der Zunahme der Phosphorsaure- 
ester (die wir wenigstens teilweise als Hexosephosphorsdureester an- 
sprechen wollen) in der Schleimhaut haben wir tatsachlich den ProzeB 
erfaBt, der die selektive Resorption bedingt, aber die Selektivitat wird 
nicht durch den Aufbau, sondern durch die Spaltung der gebildeten 
Hexosephosphorsaure reguliert. Wird namlich letztere nicht wieder 
gespalten, so kommt es zu keinem Abtransport zum Blute, und die 
gebildete Hexosephosphorsiéure bleibt nun in der Zelle liegen. Damit 
wiirde aber wieder nicht tibereinstimmen, da gerade bei Fructose- 
resorption am meisten organisches saurelésliches Phosphat in der 
Schleimhaut gefunden wird, und nicht bei Mannose, die noch schlechter 
resorbiert wird. 

Oder es kénnte sich um einen gar nicht zum Wesen der Resorption 
gehérenden ProzeB handeln. Nachdem in der Darmschleimhaut Phos- 
phatasen vorhanden sind, so ware méglich, daB, wenn phosphorylierbare 
Substanzen resorbiert werden, diese zum Teil verestert werden, was 
aber nicht zum Wesen des Resorptionsprozesses zu gehéren braucht. 
Dafiir sprache, daB die leicht phosphorylierbare Fructose (die auch im 
Muskelstoffwechsel am leichtesten angegriffen wird) bei der Resorption 
die starkste Zunahme zeigt. Wenn der die Selektivitat bedingende 
ProzeB erst in einem spiteren Stadium einsetzt, so ist es ohne Bedeutung, 


1 J. Sinclair, J. of biol. Chem. 82, 117, 1929. 
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ob eine solche Zunahme starker oder schwacher ist, denn nicht auf sie, 
sondern auf den Abbau wird es ankommen. 

Fir diesen letzteren Punkt, daB namlich der ProzeB, der die Selek- 
tivitat bedingt, gar nicht bei der Hexosephosphorsaurebildung, sondern 
bei dem (glykolytischen oder oxydativen) Abbau derselben zu suchen ist, 
spricht, daB der ProzeB durch Jodessigséure gehemmt wird. Urspriinglich 
glaubten wir, dem damaligen Wissen iiber den Angriffspunkt dieser 
Substanz im Zellstoffwechsel entsprechend, daB ihre Wirkung als direkte 
Hemmung der Hexosephosphorsaurebildung zu erklaren ist. Heute 
wissen wir, daB ihr direkter Angriffspunkt an einem anderen ZellprozeB, 
den Oxydoreduktionsprozessen liegt. Deshalb ware es denkbar, daB erst 
der Abbau der gebildeten Hexosephosphorsaure die Selektivitat bedingt 
und dieser durch Jodessigsiure gehemmt wird. 

SchlieBlich liegt aber noch eine andere Annahme zur Erklarung 
der Hemmung durch Jodessigsaéure und Nebennierenexstirpation nahe: 
diese hemmen méglicherweise die Wirkung-des gelben Atmungsfermentes, 
dadurch Oxydoreduktionen und damit den Energie liefernden ProzeB, 
der mit Phosphorsiureesterbildung und -abbau verbunden sein kann, 
dessen Wesen aber auch durch diese Versuche nicht geklart wird. 


Zusammenfassung. 
1. In der Darmschleimhaut der hungernden Ratte wird nach der 
tesorption von Glucose, Fructose, Galaktose, Mannose und Glycerin 


eine Vermehiung des saéureléslichen organischen Phosphats gegeniiber 
den Kontrollversuchen nach NaCl-Resorption beobachtet. 

2. Die untersuchten Zucker lassen sich nach der durch sie ver- 
ursachten Vermehrung des séureléslichen organischen Phosphats 
der Darmschleimhaut in folgende Reihe ordnen: Fructose, Galaktose, 
Glucose, Mannose. Diese Reihenfolge ist nicht identisch mit der Reihen- 
folge, der Resorptionsgeschwindigkeiten. 

3. Die Saurehydrolyse ergab, daB die nach Fructoseresorption neu auf- 
tretenden Phosphorsaureester leichter hydrolysierbar sind als die nach der 
Resorption der anderen Substanzen vorgefundenen Phosphorsaureester. 
In den letzteren Fallen verlaufen die Hydrolysenkurven fast gleich. 

4. Auch nach Nebennierenexstirpation wird durch die Resorption 
von Glucose und von Fructose eine Vermehrung des saureléslichen 
Phosphats in der Darmschleimhaut beobachtet. 

5. Nach Vergiftung der Tiere mit Jodessigsiure war das organische 
Phosphat bei Glucoseresorption nicht, bei Fructoseresorption nur 
schwach vermehrt. 

6. Die fiir Fructoseresorption charakteristische Hydrolysenkurve 
wurde auch bei jodessigsivrevergifteten und bei nebennierenlosen 
Ratten gefunden. 

7. Die Bedeutung dieser Befunde fiir den ProzeB der selektiven Re- 
sorption wird besprochen. 
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Beitrige zum Fett- und Lipoidstoffwechsel von Eck-Fistelhunden. 


Von 
L. Kesztyiis und J. Martin. 


Aus dem Institut fiir Physiologie und allgemeine Pathologie der Universitat 
Debrecen.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1936.) 


Eine wichtige Stufe des Fett- und Lipoidstoffwechsels verlauft 
bekanntlich in der Leber. Die Bedeutung dieses Organs wurde neuer- 
dings durch Leites (1) ausfiihrlich untersucht, wobei sich die Frage 
erhob, ob die Schwankungen im Cholesteringehalt des Blutes durch die 
Cholesterinsynthese in der Leber oder durch den Cholesterinzerfall in 
der Milz bedingt sind. Um dies weiter zu klaren, haben wir einige Ver- 
suche an normalen und an £ck-Fistelhunden durchgefiihrt; letztere 
schienen besonders geeignet zu sein, da nach Fischler und Koslow (2) 
bei diesen Tieren u. a. die Fettspaltung um 50% gegeniiber der Norm 
herabgesetzt ist. Die Ursache soll die gestérte Durchblutung und 
ungeniigende Aktivitat der Leber sein. Wenn nun die Leber tatsachlich 
einen regulierenden EinfluB auf den Fett- und Lipoidspiegel des Blutes 
hat, so miissen die entsprechenden Werte bei Eck-Fistelhunden von 
den normalen bedeutende Abweichungen zeigen. Nach Neisser (3), 
Bloor (4) und Bang (5) nimmt der Fett- und Lipoidgehalt des Blutes 
nach peroraler Einfithrung von Triglyceriden stark zu. In der ersten 
Versuchsieihe untersuchten wir den Verlauf, die Dauer und Intensitat 
dieser physiologischen Lipamie und Lipoidamie. 

Um den Fett- und Lipoidspiegel auf demselben Niveau zu_ halten, 
wurden die Hunde standig fettfrei ernahrt und 24 Stunden vor den Ver- 
suchen hungern gelassen. Dann wurden 7 g Olivenél pro kg Kérpergewicht 
mit Magensonde eingefiihrt: nach Olivenélbelastung tritt naimlich immer 
eine typische Lipimie auf [Bang (5) und Leites (1)].. Unmittelbar vor der 
Einfiihrung und 1'/,, 3, 5, 7 und 24 Stunden nachher wurde Blut ent- 
nommen. Zur Cholesterinbelastung haben wir 0,2 g/kg Cholesterin in 7 g/kg 
Olivenél gelést, weil nach Bang (5) und Thannhauser (6) nur in Fett geléstes 
Cholesterin vom Darme resorbiert wird. Zur Fett- und Lipoidbestimmung 
wurde die Banysche Methode angewendet, deren Exaktheit bei sorgfaltiger 
Handhabung von mehreren Autoren | Blix (7), Fleisch (8) und Leites (1)} 
bestatigt worden ist. 

Tabelle I zeigt den Verlauf der alimentaren Lipamie beim normalen 
Hund nach Olivenélbelastung. Man sieht, daB bei normalen Hunden 
nach Olivenélbelastung eine Erhéhung des Neutralfettwertes im Blute 
auftritt, dessen Maximum 1'/, bis 3 Stunden nach der Belastung erreicht 
wird. In der fiinften Stunde folgt eine hypolipamische Phase, in der das 
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Tabelle I. 





ales Alkoho 
repun- > 
Petrol- N Freies Alko- genes | Phos- Gesamt- 7 Pe- 
ather- 5 Het Chole- hol- | @hole- | pha- Chole- nl 
fraktion | ‘Talfett) cterin fraktion sterin tide sterin Seakines 


0 0 0 0 0 0 0 0 
v0 0 0 0 0 0 0 0 





14. VIII. 1936. 
7) Ausgangswerte 0,110 0,057 0,053 0,308 0,065 0,364, 0,122 0,418 
s Um 9545’ per os 7,0 g/kg Ol. olivarum eingefiibrt. 
= | Nach 1'/, Std. 0,180 0,087 0,043 || 0,813 0,053 0,390 0,096 0,443 
a 3 ‘ 0.127 0,083 0,044 0,323 0,069 0,381 0113 0,450 
® 5 0,113 0,052 0,061 ' 0,370 0,076 0,441 0,137 0,483 
ba — : 0,094 0,069 0,035 0,358 0,065 0,440 0109 0,452 
~~ 24 0,128 0,058 0,070 0,828 0,065 0,894 0,135 0,456 
- 15. VIII. 1986. Um 9545’ per os 7,0 g/kg Ol. olivarum eingefihrt. 
“| Nach 14), Std. 0,146 0,077 | 0,069) 0,392 | 0,089 | 0,468 0,149 | 0,538 
S 3 0,188 0100 0.088 0,371 0,089 0,423 0,177 0,559 
= — 0,180 0,070 0110 0.379 0,089 0,435 0.199 0,559 
7 a 0,214 0.079 0,185 0,864 0,081 0.425 0,216 0,578 
14. VIII. 1936. 
1 Ausgangswerte 0,125 0,063 0,062 0,214 0,058 0,234 0,120 0,339 
> Um 9545’ per os 7,0 g/kg Ol]. olivarum eingefiibrt. 
=! Nach 1'/, Std. | 0,144 0,108 0,036 0,244 0,062 0,273 0,098 0,388 
. a . 0,140 0,067 0,073 0,252 0,073 0,269 0,146 0,392 
iG . 5 4, | O17 0,051 0,066 0,300 0,078 0,333 0144 0417 
a 7 . 0,102 0,082 | 0,020. 0.276 0,075 0,302 0,095 0,378 
a 24 . 0,142 0,070 | 0,072 0,248 0,067 0,271 09,139 0.390 
Rs 15. VILL. 1936. Um 9545’ per os 7,9 g/kg Ol. olivarum eingefiibrt. 
" | Nach 11/, Std. | 0,159 | 0,080 0,070 | 0,283 | 0,088 0,292 0,158 | 0,433 
& 3 0,201 , 0,080 0,121 | 0,821 0,094 0,340 0,215 0,522 
= a, xi 0,187 | 0,091 | 0,096 0,297 0,076 0,382 0,172 0,484 
te: j is 0,177 | 0,080 0.097 0,288 0,085 0,304 0,182 0,465 


Neutralfett bis zu dem Ausgangswert, ja sogar unter diesen sinkt. In 
der siebenten Stunde steigen die Werte wieder, doch bleibt diese 
zweite hyperlipamische Phase unter dem maximalen Wert der vor- 
herigen (50 bis 60°%ige Steigerung). Am zweiten Tage, nach wieder- 
holter Belastung, tritt ein Maximum von 40 bis 70° nach 3 bis 5 Stunden 
auf, die hypolipimische Phase bleibt aber aus. 

Nach Olivenélbelastung findet man stets eine Erhéhung des Blut- 
cholesterinniveaus. Es kommt im allgemeinen am ersten Tage eine 
bedeutende Senkung (60 °% nach 7 Stunden) der freien Cholesterinwerte 
parallel mit der Erhéhung des Neutralfettes zustande, wahrend in der 
hypolipamischen Phase die freien Cholesterinwerte um 15 bis 20% erhéht 
sind. Wenn die Olivenélbelastung am zweiten Tage wiederholt wird, 
beobachteten wir keine Senkung der Cholesterinwerte, in der dritten 
bis siebenten Stunde trat aber eine 100- bis 150°%ige Steigerung auf. 
Die Werte des gebundenen Cholesterins zeigen am ersten Tage eine 
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maBige, am zweiten Tage aber eine sehr ausgepragte Zunahme (30 


bis 60%). 


Die ,,Phosphatid’*-Fraktion erreicht am ersten Tage in der fiinften 
bis siebenten Stunde, am zweiten Tage in der dritten Stunde ihr Maximum 
(20- bis 40° ige Erhéhung). 


Tabelle LI. 





Gebun- Alkoho! 
Petrol- é Freies | AlkO-  qanes | Phos- Gesamt- - Pe- 
ather- Pan A Chole- _ hol- Chole- Pha- — Chole- i. 
fraktion sterin fraktion gterin tide sterin fraktion 
0), 0), 0}, 0}, O!9 0/5 0), 0}, 
16. IX. 1936. | 
&] Ausgangswerte 0,163 0,102 0,061 0,264 0,077 0,282 0138 0,427 
ae Um 945’ per os 7,0 g/kg Ol. olivarum eingefihrt. 
= | Nach 1', Std. 0,175 0,117 0,058 | 0,285 | 0,092 0,259 | 0,150 || 0,460 
Be s @ ; 0,173 0,118 0,055 0,303 0,106 0,296 0,161 0,476 
3 5 i 0,175 0,120 0,055 0,335 0,115 0,330 0,170 | 0,510 
O 7 ‘ 0,184 0,131 0,053 0,380 | 0128 0.378 0,181 0,564 
x 24 a 0,164 0,101 0,063 0,262 0,080 0,243 0,143 0,426 
a 17. IX. 1936. Um 9545’ per os 7,0 g/kg Ol. olivarum eingefiihrt. 
“| Nach D/, Std. 0,206 0,140 0,066 | 0,272 0,096 | 0,264 0,162 0,478 
S é - 0,242 0,170 0,072 | 0,807 0,100 0,295 0,172 0,549 
= ~ 3 0,269 0,197 0,072 || 0,272 0,100 0,258 0,172 0,541 
» 7 w 0,206 0,147 0,059 | 0,263 0,105 0,247 0.164 0,469 
21. IX. 1936. 
=f) Ausgangswerte 0,109 0,060 0,049 || 0,229 0,049 0,270 0,098 0,338 
o2 Um 9545’ per os 7,0 g/kg Ol. olivarum eingefiihrt. 
= | Nach 1"), Std. 0,116 | 0,067 0,049 0,266 0,067 0,270) 0,116 0,382 
2 Pay 0,114 0,066 0,048 0,278 0,088 0,285 01386 0,392 
z a, “ 0,116 0,069 0,047 , 0,800 0,101 0,299 0,148 0,416 
<o 7 . 0,148 0,097 0,051, 0,285 0,108 0,206 0,159 0.433 
“i » 24 , 0,108 0,058 0,050 0,224 0,056 0252 0,106 0,332 
x 22. 1X. 1936. Um 9°45’ per os 7,0 g/kg Ol. olivarum eingefiihrt. 
“| Nach 11/, Std. | 0,111 0,063 | 0,048 | 0,260 | 0,076 | 0,276 | 0,124 | 0,371 
a a A 0,145 0,085 0,060 0,287 0,095 0,288 0,155 0,432 
= 5 0,154 0,093 0,061 0,288 0,119 0,254 0,180 0,442 
7 is 0,123 0,069 0,054 0,288 0,092 0.294 0146 0,411 
28. IX. 1936. 
& 7 Ausgangswerte 0,118 | 0,064 0,054) 0,175 0,064 0,166 0,118 0,293 
0 Um 8"45' per os 7,0 g/kg Ol. olivarum eingefiihrt. 
=] Nach 1'/, Std. 0,122 0,968 0,054 0,214 | 0,071 0,214) 0,125 | 0,836 
= re ‘i 0,125 0,074 0,051 0,224 | 0,082 0,213 0,183 0,349 
S ie Ms 0,128 0,075 0,053 0,267 | 0,094 0,244 0,147 | 0,395 
S i fe 0.146 0,993 0,053 0,228 0,108 0187 0,156 0,374 
oi » 24 n 0,118 | 0,064 0,057 0,177 0,072 0158 0,129 0,295 
“ 29. IX. 1936. Um 845’ per os 7,0 g/kg Ol. olivarum eingefilrt. 
“~ | Nach 11/, Std. | 0,125 0,069 | 0,056 0,208 0,089 0,179 | 0,145 | 0,333 
| 2 * 0,153 0,099 0,054 0,230 0,106 0,186 0,160 0,383 
= ae - 0,157 0,102 0,055 0,243 0,110 0,209 0,165 0,400 
rae x 0,160 0,106 0,054 0,224 0,103 0,182 0,157 0,384 





Biochemische Zeitschrift Band 289. 


23 





L. Kesztytis u. J. Martin: 


Tabelle IL zeigt die Ergebnisse unserer unter denselben Bedingungen 
an Kck-Fistelhunden durchgefiihrten Versuche. Im Falle des Neutral- 
fettes fallt hier in erster Linie das Ausbleiben der hypolipamischen 
Phase auf. Der Neutralfettgehalt des Blutes nimmt gleichmaBig bis 
zu dem in der dritten bis siebenten Stunde auftretenden 15- bis 60 %igen 
Maximum zu. Bei wiederholter Belastung findet man auch hier eine 
ausgepragtere Zunahme. 

Bei den freien Cholesterinwerten ist weder eine Senkung noch eine 
Steigerung zu beobachten; die 15°,ige Erhéhung, die sich am zweiten 
Tage zeigte, ist im Vergleich zu den an normalen Hunden beobachteten 
100- bis 150°%igen Zunahmen sehr gering und praktisch bedeutungslos. 
Die Werte des gebundenen Cholesterins sind aber an beiden Tagen um 
60 bis 140% erhoéht. 

Die ,,Phosphatid‘‘-Fraktion verhalt sich ebenso wie bei normalen 
Hunden. 


Tabelle III. 





‘ — Gebun- ie- 
Petrol- | Neu- | Freies || Alko- | genes | Phos- |, samt- 
ither- | tral- Chole- hol- = @hole- | Pha-  Chole- 
fraktion fett | sterin fraktion’ cterin | tide = cterin Paco 

0 / 0 0 | 0 0 

12. X. 1936. 
Ausgangswerte 0,110 (0,057 0,053 0,398 0,065 | 0,364 0,122 0,418 
Um 9 per os 7,0 g/kg Ol. olivarum + 0,2 g/kg Cholesterin. 

Nach 14, Std. 0,126 (0,066! 0,060 || 0,822 0,065 | 0,885 || 0,125) 0,448 
é 0,130 0,079 0,051 | 0,826 0,081 | 0,368 0,182) 0.456 
0,126 (0,061 0,065 || 0,368 0,087 | 0,422. 0,152 0,496 
0,171 0,103 0,068 | 0,853 0,065 | 0,432 0,133 0,524 
0,131 0,073 0,058 |) 0,310 0,068 | 0,863 0,126 0.441 


Hund Nr. 1. 
Gewicht 9 kg 


- 6. X. 1936. 
Ausgangswerte | 0,126 [0,064 0,062 0,214 0,060 0,231 0,122 0,340 
Um 9430’ per os 7,0 g/kg OL. olivarum + 0,2 g/kg Cholesterin. 

Nach 14/, Std. | 0,188 |0,068 0,970 || 0,249 | 0,069 0,270 0,139 0,387 
<  e 0,185 0,079 0,056 | 0,265 | 0,069 | 0,294 0,125) 0,400 

_ 0,126 0,049 0,077 | 0,286 | 0,066 0,330 0,143 0,412 

is 0,132 (0,043 0,089 | 0,269 0,069 0,314 0,149 0,401 

0,125 0,066 0,059 | 0,214 0,062 0,228 0,121 0,339 


2. 


. ” 


Gewicht 9 kg 


Hund Nr. 





” 


Neutralfett, Cholesterin und ,,Phosphatid‘‘-Werte nach Cholesterin- 

+ Olivenélbelastung normaler Hunde sind in Tabelle III wiedergegeben. 

Man sieht, daB die hypolipamische Phase des Neutralfettes, wie auch 
die vor- und nachher auftretende Hyperlipimie, sich hier in derselben 
Weise gestaltete wie nach einfacher Olivenélbelastung. Beim freien 
Cholesterin fehlt aber die starke Senkung, die in der siebenten Stunde 
nach einfacher Olivenélbelastung zustande kam. Gebundenes Cholesterin 
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und ,,Phosphatid**-Fraktion verhalten sich ebenso wie nach einfacher 
Triglyceridbelastung. 

Bei Eck-Fistelhunden sind die Ergebnisse nach Olivenél- + Chole- 
sterinbelastung beinahe dieselben wie nach Olivendéleinfiihrung, wie aus 
Tabelle IV ersichtlich ist. 


Tabelle IV. 





Gebun- Ge- Alkobel 


Petrol- | Neu-  Freies || Alko- | genes | Phos- | camt- Pe- 


ither- tral- Chole- __hol- Chole pha- trol- 
A ~ - B- - 1ole- “i 

fraktion| fett | sterin fraktion, cterjn tide | crerin Base a 
; ‘ raktio 


( 0 
0 10 


14. X. 1936. 

Ausgangswerte , 0,163 0,102 0,061 | 0,264 0,077 0,282. 0,138 0.427 

Um 88 per os 7,0 g/kg Ol. olivarum + 0,2 g/kg Cholesterin. 
Nach 11/, Std. | 0,171 |0,108 0,063 || 0,290 0,104 0,279 0,167) 0,461 
3 = 0,179 0,116) 0,063 | 0,342 0,108 0,851 0,171 0,521 
5 0,186 0,124 0,062 | 0,362 0,112 0,375 0,174 0,548 
0,185 0,122) 0,063 0,353 0,122 0,346 0,185) 0,538 
0,159 0,100 0,059 0,262 0,082 0,279 0,141. 0,421 


8. 


Gewicht 19 kg 


Hund Nr. 


9. X. 1936. 
Ausgangswerte 0,109 0,060 0,049 0,229 0,049 0,270, 0,098) 0,338 
Um 9" per os 7,0 g/kg Ol. olivarum + 0,2 g/kg Cholesterin. 

Nach 11/, Std. | 0,115 0,065 0,050 0,260 0,058 | 0,303) 0,108 0,375 
25g x 0,128 0,081 0,047 | 0,273 0,067 0,309 0,114 0,401 
a 8 me 0,136 0,086 0,050 | 0,297 0,081 0,324 0,131 0,433 
a Pe 0,124 0,075 0,049 || 0,276 0,099 0,266 0,148 0,400 
» 24 * 0,114 0,063 0,051 || 0.231 0,056 0,262 0,107 0,345 


16. X. 1936. | 
Ausgangswerte 0,118 0,064 0,054 0,175 0,064 0,166) 0,118 0,293 
Um 8 30’ per os 7,0 gikg Ol. olivarum + 0,2 g/kg Cholesterin. 
Nach 14/, Std. | 0,123 0,070) 0,053 || 0,218 | 0,072  0,219' 0,125) 0,341 
3 0,127 0,073 0,054 || 0,226 0,086 0,210 0,140 0,353 

0,129 0,076 0,053 | 0,259 0,091 | 0,252 0,144! 0,388 
0,142 0,085 0,057 0,231 0,101 0,180)0,158 0,373 
2 0,110 0,055 0,055 0,178 0,067 0,167 0,122 0,288 


Hund Nr. 4. 


Df 
a) 
a) 
_ 
~ 
a 
a 
Z 
® 
b 


Gewicht 15 kg 





Aus den Versuchsergebnissen geht hervor, daB die durch die Ecksche 
Fistel bedingten Veranderungen der Leberfunktion einen bedeutenden 
EinfluB auf den Neutralfettgehalt des Blutes ausiiben. Auf Grund des 
geringen Neutralfettgehalts des Vena hepatica-Blutes hat schon 
Leites (1) darauf hingewiesen, daB die Leber das Organ fiir die Fett- 
elimination ist. Bei Hunden mit Heckscher Fistel, bei denen die Leber- 
funktion bekanntlich herabgesetzt ist, erreicht diese Elimination 
natiirlich nicht jenen Grad wie bei normalen Hunden, wodurch sich 
auch die der Belastung folgende Hyperlipamie wegen der reduzierten 
Fettspaltung zu keiner Hypolipamie entwickeln kann. Dies erklart 
auch, warum bei normalen Hunden nach groBen Olivenélgaben (10 bis 
93* 


ot 
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15 g/kg) am zweiten und sogar schon am ersten Tage die Hypolipamie 
ausbleibt. In solchen Fallen iiberschreiten die fortlaufend, sowie die 
einzeln gegebenen groBen Dosen die normale Fettspaltungsfahigkeit 
der Leber, so daB bei normalen Tieren nur starke Hyperlipamie, aber 
keine Hypolipimie zustandekommt. 

Beziiglich des Cholesterinstoffwechsels lieB Leites (1) die Frage 
offen, ob die Schwankungen des Blutcholesterins durch die in der Leber 
tattfindende Cholesterinsynthese oder durch die cholesterinabspaltende 
Wirkung der Milz hervorgerufen werden. Diese Frage wird durch die 
Konstanz der freien Cholesterinwerte im Blute von Eck-Fistelhunden 


geklart. Bei normalen Hunden erhéht sich am zweiten Tage — nach 
den am ersten Tage auftretenden Schwankungen — die Menge des 


freien Cholesterins um-100 bis 150%; bei den Eek-Fistelhunden blieb 
dagegen das Cholesterinniveau unveraindert und erreicht auch am 
zweiten Tage nur eine 15°ige Erhéhung, d. h. in diesen Fallen hat sich 
trotz wiederholter Belastung keine bedeutende Cholesterinimie ent- 
wickelt. Wenn man annimmt, daB sich das Cholesterin in der Leber 
nach dem von Lifschitz (9) angegebenen Schema: 


3 C,,H,,0, + O = 2C,,H,O + 5 H,O 


mittels Oxydation aus Oleinséure, und zwar durch Synthese eines 
Ringsystems aus offenen Kohlenstoffketten bildete [ Thannhauser (6)), 
so ist es verstandlich, daB die gestérte Leberfunktion bei Hck-Fistel- 
hunden zu einer unvollkommenen Cholesterinsynthese fiihrt. 


Das iibereinstimmende Verhalten der ,,Phosphatid’-Fraktion bei 
normalen und Hck-Fistelhunden weist darauf hin, daB entweder die 
entsprechende dissimilatorische Tatigkeit der Leber an Eck-Fistelhunden 
unverandert bleibt oder aber, daB es andere Organe gibt, die diese 
Funktion iibernehmen, d.h. die herabgesetzte Funktion der Leber 
kompensieren kénnen. 

Die Auffassung von Leites (1), daB es keine exogene alimentare, 
sondern nur eine endogene Cholesterinamie gibt, scheint nach den 
mitgeteilten Untersuchungen (vgl. Tabelle I1]) ziemlich problematisch 
zu sein. Nach einfacher Olivendéleinfiihrung kommt namlich eine aus- 
gesprochene Senkung der freien Cholesterinwerte zustande; wenn aber 
dieselben Hunde Olivenél + Cholesterin erhalten, so bleiben diese 
Werte praktisch unverandert. Schon wegen dieses Umstandes sollte die 
Frage griindlicher untersucht werden. Wie das exogene alimentiare 
Cholesterin in die Blutbahn gelangt, wird aus der Tatsache verstandlich, 
daB sich die Blutcholesterinwerte von Eck-Fistelhunden nach einfacher 
Olivenél- wie auch nach Ol- + Cholesterinbelastung gleichmaBig 
verhalten. 
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Zusammenfassung. 


Die bei normalen Hunden nach Olivenél- wie auch nach Ol- -+- Chole- 
sterinbelastung beobachtete hypolipamische Phase bleibt bei Eck- 
Fistelhunden aus, was auf die gestérte Elimination des Neutralfettes 
zurickzufiihren ist. Die freien Blutcholesterinwerte bleiben bei Eck- 
Fistelhunden praktisch unverindert; dies kann durch die gestérte 
Cholesterinsynthese erklart werden. 

Die Elimination des Neutralfettes aus dem Blute sowie die un- 
gestérte Cholesterinsynthese sind Funktionen der Leber. Der Kinflu8 
der Leber auf das quantitative Verhalten der ,,Phosphatid‘*-Fraktion 
im Blute ist noch nicht geklart. 
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Refraktometrische Bestimmung der Trypsinwirkung. 


Von 


J6zef Janicki. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Jézef Pilsudski-Universitat 
in Warschau. ) 
(Eingegangen am 12. Dezember 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Es liegen schon mehrere Methoden zur Bestimmung der Proteasen- 
wirkung unter Anwendung des Interferometers, Nephelometers und 
Refraktometers vor. Diese Methoden sind sowohl fiir die Bestimmung der 
Pepsin- als auch der Trypsinwirkung ausgearbeitet worden (1). @. Scho- 
rer (2), der als erster das Refraktometer zur quantitativen Pepsin- 
bestimmung anwandte, bestimmt die Menge des nach der Einwirkung 
von Pepsin nicht mehr ausfillbaren EiweiBes. EF. Kupelwieser (3) hat 
eine Methode zur Trypsinbestimmung mit OrganeiweiB als Substrat 
bei Anwendung eines Refraktometers ausgearbeitet. Die Ausfiihrung 
der Methode ist jedoch ziemlich umstandlich. 

In der vorliegenden Arbeit wird nun ein einfaches Verfahren zur 
Trypsinbestimmung mit Hilfe des Pulfrich-Refraktometers angegeben. 
Als Substrat wird Serumalbumin verwendet. 


Experimenteller Teil. 


Substratherstellung. Als Substrat wurde Pferde- bzw. Ochsenalbumin 
verwandt, welches aus dem betreffenden Serum nach der Methode von 
Fr. Hofmeister (4) erhalten wurde. Die Reinigung erfolgte durch weiteres 
zweimaliges Ausfaillen mit (NH,),SO,, dreitigige Dialyse (Cellophan) gegen 
flieBendes Leitungswasser und einen Tag gegen destilliertes Wasser; dann 
wurde im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelséure bei 35° C getrocknet. 
Die entfetteten Albumine wurden nach der Methode von Hardy und Gar- 
dinier (5) hergestellt. 

Enzymlésung. 3°,ige Trypsinlésung (Merck), 1 Stunde vor Beginn der 
Untersuchungen hergestellt, mit der zweifachen Menge einer Enterokinase- 
lésung (6) 30 Minuten bei 35°C aktiviert und dann mit der siebenfachen 
Menge Aqua dest. verdiinnt. 

Beispiel. 2,5cem 3° ,ige Trypsinlésung + 5ccm Enterokinaselésung 
30 Minuten bei 35°C, dann auf 25 ccm mit dest. H,O verdiinnt. 

Herstellung der Substratlésung. Einen Tag vor der Ausfiihrung der Be- 
stimmung wurden 2,5 g Albumin in 30 ccm H,O gelést, mit n Na OH auf 
pu = 8,9 gebracht (elektromotorisch bestimmt), Toluol zugegeben und am 
nachsten Tag das py nochmals mit n NaOH auf 8,9 eingestellt. Am 
zweiten Tag konnte immer ein stirkerer bzw. schwacherer Riickgang 
des py festgestellt werden. Als Ursache des Laugenverbrauchs wird die 
Verseifung der in den Albuminen anwesenden Fette verantwortlich gemacht 
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werden miissen. Zu der Albuminlésung wurden 12,5 cem m/15 Phosphat- 
puffer py 8,7* hinzugesetzt, zwecks besserer Koagulation noch 2,5 cem 
5° iger CaCl,-Lésung hinzugefiigt und auf 50 ccm aufgefiillt. 

Ausfiihrung der Methode. Je 2cem Albuminlésung werden in 
zehn bis zwolf Reagensgliser von méglichst gleicher GréBe gegeben. 
Die Reagensglaser werden mit durchbohrten Gummistopfen versehen, 
welche eine nach oben ausgezogene Kapillare tragen, und etwa 3 Minuten 
in ein kochendes Wasserbad gestellt. Die Zeit der Koagulation des 
EiweiBes hangt von dem jeweils angewandten Albumin ab. Nach 
einiger Ubhung kann die Zeit der Koagulation leicht festgelegt werden, 
und zwar soll die Koagulation als beendet betrachtet werden, wenn die 
anfangs einheitliche Triibung plétzlich verschwindet und das Koagulat 
sich zusammenballt. Die einmal festgelegte Koagulationszeit fiir ein 
bestimmtes Albumin mu immer streng eingehalten werden. Nach 
der Koagulation werden die Reagensgliser 2ur raschen Abkiihlung 
gleichzeitig alle in ein kaltes Wasserbad gestellt (10 Minuten) und dann 
zwecks Einstellung einer Temperatur von 35°C eine halbe Stunde in 
ein Wasserbad von 35°C. Die Reagensglaser befinden sich zweckmaBig 
in einem Sternstativ. In Absténden von 1 Minute werden nun zu dem 
koagulierten Albumin in den Reagensglasern je 2 ccm der aktivierten 
Trypsinlésung zugegeben und sehr energisch durchgeschiittelt (wahrend 
des Mischens von Enzymlésung und Substrat sollen die Reagensglaser 
nur mit durchbohrten Gummistopfen ohne Glasréhrchen verschlossen 
sein), darauf wird sofort in das Wasserbad von 35°C zuriickgestellt. 
Wenn trotz energischen Schiittelns das Albuminkoagulat an den 
Glaswanden haftet, so kann mit einem Glasstabchen nachgeholfen 
werden. 

In beliebigen Zeitabstéanden kann dann der Verdauungsgrad des 
koagulierten Albumins festgestellt werden, indem der Inhalt des be- 
treffenden Reagensglases durch ein kleines Faltenfilter filtriert und 
der Brechungsindex in dem Pulfrich-Refraktometer bestimmt wird. 
Die Lésung mit dem koagulierten Albumin filtriert dank der Zugabe 
von CaCl, sehr schnell, so daB eine fast momentane Unterbrechung der 
Reaktion erzielt wird. Der Verdauungsgrad wurde in Absténden von 
40, 120, 210, 300 Minuten und 24 Stunden bestimmt. 

Der Nullwert wird durch Zugabe der betreffenden inaktiven Enzym- 
losung (inaktiviert durch 3 Minuten Kochen) zum koagulierten EiweiS 
festgelegt, wobei es gleichgiiltig ist, ob die Probe sogleich oder nach ver- 
schieden langer Zeit, von der Zugabe der inaktiven Enzymldésung ab ge- 
rechnet, filtriert wird, da festgestellt werden konnte, daB bei der Einwirkung 
der inaktiven Enzymlésung auf koaguliertes Eiwei8 selbst wahrend 24stiin- 
diger Einwirkung bei 35°C nichts in Lésung geht. 


* 9,9 sek. Phosphat und 0,1 prim. Phosphat. 
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Brechungsindex des gdanzlich aufgelésten (verdauten) Albumins. Von den 
verschiedenen Albuminen wurde selbst nach 24stiindiger Einwirkung von 
Trypsin keines vollstandig verdaut. Der Brechungsindex des ganz aufgelésten 
EiweiBes kann jedoch gleich am Anfang der Bestimmung mit Leichtigkeit 
festgelegt werden, da er ja dem Brechungsindex von 2 cem Albuminlésung 

2cem Enzymlésung gleich ist, wobei gleichgiiltig ist, ob aktive oder 
inaktive Enzymiésung verwendet wird. 


Anwendung der Methode. 
Die Methode kann in zweierlei Fallen eine Anwendung finden, 
und zwar: 
a) zur Bestimmung des Verdauungsgrades verschiedener Albumine 
durch Trypsin, 


b) zur Bestimmung der Wirkung eines T1ypsinpraparates. 


a) Bestimmung des Verdawungsgrades von Albuminen. 


Tabelle 1. Pferdealbumin I (nicht entfettet). 





if 0 


: 0 
(a - Oy Min.) der Eiweifspaltung 


Do De 

, nach 0 Min. (Nullwert) = 66,40 0.00 0,00 

se he ID he cer ox. 0,02 4,64 

int lg meee. cos 6,04 9,28 

m0 re 0.09 20,88 

aoe. =e se. 0,12 27,84 

1440. = OO. .... 0,18 41,76 

a, ganz aufgelést ee 0,43 — 

Der voélligen Verdauung der angewandten 0,1-g Eiweif entspricht ein 


1-Wert von 0,43. A = 0,01 entspricht demnach der Auflésung von 
0,0232 g Albumin oder 2,32°, der Spaltung. 


Tabelle II. Pferdealbumin II (nicht entfettet). 





J 


e 
(4) —a@, Min.) der Eiweifspaltung 
0 Ne 


nach 0 Min. Seee . <5: 6,00 0,00 

, eo os eae 0,03 6,81 

a WO. oats 0,07 15,89 

Bi ig ae 0,12 27,24 

| ae 0,14 31,78 

y 0: OOM swan 0,19 43,13 
ganz aufgelést = 65,58... .. 0,44 — 


A = 0,44 entspricht einer 100° igen Verdauung, 4 0,01 einer Ver- 
dauung von 2,27. 
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Tabelle ILI. 


Ochsenalbumin (nicht entfettet). 





nach 0 Min. 
_ a 

120 

210 

, 300 

. 1440 


ganz aufgcelost 


len, 


nine 1 


66,48 . 
66,36 . 
66,28 . 
66,19 . 
66,12 . 
66,05 . 
65,58 . 


0,01 entspricht 


Tabelle IV. 


J 


(a, —a 


Do Dy Min.) 


0,00 
0,07 
0,15 
0,24 
0,31 
0,37 
0,45 


0,45 entspricht 100°, Verdauung. 


2,22°, Verdauung. 


0 
der Eiweifispaltung 


0,00 
15,54 
33,30 
53,28 
68,86 
$2.14 


Pferdealbumin I (entfettet). 





nach 
, 300 
, 1440 , 


, ganz aufgelost 


0 Min. = 66,35 . 
66.16 . 
66.03 . 
65,59 . 


J 


(a — a 


Min.) 
ft 


Do D 


0.00 
0,19 
0,32 
0,36 


1 0,36 entspricht 100°, Verdauuang. 


| 0,01 entspricht 2,79°, Verdauung. 


Tabelle V. 


0 


der Eiweibspaltung 
0.00 
52,82 
89,28 


Pferdealbumin II (entfettet). 





Q Min. 
49 
120 
ae 
~ ees 
» 1440 
ganz aufgelést 
| 0,45 


nach 


66,45 . 
66,42 . 
66,33 . 
- 66,26 . 
66,22 . 
66,02 . 
66.00 . 


100°, Verdauung; 4 


Tabelle VI. 


Jd 


(tp, — “p, Min.) 


0.00 
0.03 
0,12 
0.19 
0.2% 
0,43 
0.45 
O01 


9990 


¢ 


0 
der Eiweifispaltung 


0.00 
6.66 
26.64 
42.18 
51,06 
95,46 


Verdauung. 


Ochsenalbumin (entfettet). 





nach 


. 300 
1440 


dD 


0 Min. 
m my 


wane guiweles . ok cc le 
A = 0,49 = 100°,, Verdauung: 4 


4d 


(Zp, — an 
0 
0.10 
0.35 
0.43 
0,49 


0.0] 


Min.) 
z 


der Eiweifispaltung 


2.04°, Verdauung. 











J. Janicki: 


Aus der nachstehenden Abbildung ist deutlich zu ersehen, daB der 
Verdauungsgrad nach den verschiedenen Zeiten bei den entfettenden 
Albuminen gréBer ist als bei den nicht entfetteten, wobei der Unter- 
schied beim Pferdealbumin ganz besonders hervortritt. Diese Er- 
scheinung soll in einer spateren Veréffentlichung noch weiter behandelt 
werden. 
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Reproduzierbarkeit der Methode. Bei genauer Einhaltung der Ver- 
suchsbedingungen sind die Werte bei der Ausfiihrung der Methode gut 
reproduzierbar. Zwei parallele Proben gaben héchstens einen Versuchs- 
fehler A = 0,01. 

b) Bestimmung der Trypsinwirkung. 

An Hand dieser Methode kann nicht nur der Spaltungsgrad ver- 
schiedener Albumine durch Trypsin bis zum praktischen Stillstand, 
sondern auch die Aktivitaét verschiedener Trypsinpraparate gemessen 
werden. 

Ausfithrung der Methode. Liegt ein Trypsinpriparat vor, so muB, je 
nach der Wirksamkeit des Praparats, eine entsprechende Lésung hergestellt 
werden (1, 5 bzw. 10°); im Falle, daB eine Trypsinlésung vorliegt, kann diese 
direkt oder entsprechend verdiinnt angewandt werden. Nach der Akti- 
vierung mit Enterokinase (30 Minuten bei 35°C) werden zu je 2 cem des 
koagulierten Albumins verschiedene Mengen der Trypsinlésung hinzugesetzt 
und bis zu 2cem mit inaktiver Enzymlésung ergainzt. Nach 60 Minuten 
(in Zeitabstanden, welche der Enzymzugabe entsprechen) wird der Inhalt 
der einzelnen Reagensgliser durch kleine Faltenfilter filtriert und der 
Brechungsindex festgestelit. 

Beispiel. Es wurde eine 1°,ige Lésung von einem Trypsintrocken- 
praiparat hergestellt. 

Zusitze: 1, Reagensglas 0,2cem Enzymlésung + 1,8 cem inakt. Enzymlésung 


7. a 0,4 ,, i +1,6 ,, - i 
3. a 06 ,, ma +1,4 ,, is be 
9. sip Lien a +0,2 ,, i 9 


10. Pe 28 ‘4 - +0,0 4, ee a 
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In dem 6. Reagensglas wurde 50°,ige Spaltung des Eiweibes fest- 
gestellt. Hier waren 1,2 cem aktiver und 0,8 cem inaktiver Enzymlésung 
zugesetzt worden. 1,2cem 1° iger Enzymlésung entsprechen 0,012 g des 
Trypsinpraparates. Daraus ergibt sich, daB 1 g des vorliegenden Trypsin- 
praparates in 60 Minuten bei 35° C 4,16 g Albumin verdaut. Als vorlaufige 
Trypsineinheit méchte ich diejenige Menge von Trypsin bezeichnen, welche 
in 60 Minuten bei 35°C die Halfte (0,05 g¢) des angewandten entfetteten 
Pferdealbumins auflést. 

Ergebnisse. 


1. Es wurde eine refraktometrische Methode zur Bestimmung des 
Spaltungsgrades verschiedener Serumalbumine angegeben. 

2. Die Methode kann auch zur Bestimmung der Trypsinwirkung 
angewandt werden. 

3. Es wurde festgestellt, daB der Spaltungsgrad bei den ent- 
fetteten Albuminen gré8er ist als bei den nicht entfetteten, was haupt- 
sichlich beim Pferdealbumin der Fall ist. 


Ich danke Herrn Prof. Dr. St. von Przylecki fiir Forderung und Rat bei 
der Ausfiihrung dieser Arbeit, sowie dem Fundusz Kultury Narodowej 
Warszawa fiir die Gewaihrung eines Forschungsstipendiums. 
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Uber Fettsiureoxydation bei der Fettleber. 


Von 
L. Califano. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Kgl. Universitat B. Mussolini 
in Bari, Italien.) 
(Eingegangen am 16. Dezember 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus meinen friiheren Versuchen (1) geht hervor, daB in der Fett- 
leber die Oxydationsfahigkeit der Butter- und Palmitinséiure bedeutend 
herabgesetzt ist. Dieser Vorgang ist nach meiner Meinung auf ver- 
langsamte Wirksamkeit der spezifischen fettoxydierenden Enzyme und 
verringerte Adsorptionsméglichkeit der aktiven Oxydationszentren fiir 
die Sauremolekiile zuriickzufiihren. Die begrenzte Fettsiureoxydierung 
ist ein Hauptfaktor fiir die Fettspeicherung in den Zellen und erklart 
auch den von Ciaccio (2) nachgewiesenen Vorgang, daB bei der kiinst- 
lichen Durchstrémung der Fettleber mit einer fettreichen Fliissigkeit 
der Fettverbrauch im Vergleich zum normalen bedeutend herabgesetzt 
ist oder tiberhaupt fehlt. 

Die vorliegenden Versuche betreffen sowohl den Oxydationsverlauf 
der verschiedenen Mono- und Dicarbefettsduren als auch die Entstehung 
der Acetessigsiuren bei der Phosphorfettleber. 


Dehydrierung der Monocarbonsiuren. 


Die Fettsiuredehydrierung des Lebergewebes wurde zuerst von Mazza 
und Stolfi (3) durch manometrische Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs 
der Leberschnitte in Gegenwart héherer Fettsaiuren festgestellt; besonders 
in letzter Zeit sind viele diesbeziigliche Versuche gemacht worden. Quastel 
und, Wheatley (4) haben sich mit Butter- und Crotonséuredehydrierung 
beschaftigt und eine manometrische Methode zur Acetessigsiurebestimmung 
angegeben. Aufbauend auf die vorhergehenden Versuche von Tangl und 
Behrend iiber den Pankreas, hat Behrend (5) bewiesen, daB es auch méglich 
ist, aus Leber ein Praéparat herzustellen, welches eine Dehydrierung der 
Fettsaéuren herbeifiihrt; er schreibt dies einem fettdehydrierenden Ferment 
zu. Edson (6) hat den Oxydationsverlauf von Fettsaéuren, von Ameisen- 
bis Tetradecylséure und von einigen ungesattigten Sauren untersucht, sowie 
die von den verschiedenen Séuren erzeugten Ketonkérper. Jowett und 
Quastel (7) haben ausgedehnte Versuche, besonders iiber den Aufbau- und 
Abbaumechanismus der Ketonkérper in der Leber und anderen Geweben 
ausgefiihrt. Ciaran/i (8) hat Bilanzversuche zwischen Butterséureoxydation 
und Erzeugung der Ketonkérper angestellt, sowie die Beziehung zwischen 
$-Oxybuttersiure und Acetessigsiure untersucht. 

Die vorliegenden Untersuchungen befassen sich mit der Reihe der 
Monocarbonsauren, von der Ameisen- bis zur Arachinséure (mit Aus- 
nahme der Pentadecyl-, Margarin- und der Nondecylsaéure), und mit 
der ungesattigten Crotonsiure. Die Ergebnisse stimmen, was die 
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Fettsiureoxydation bei der Fettleber. 


Normalleber betrifft, mit den friiheren iiberein. Dabei ist besonders 
folgendes zu bemerken: die Normalleber oxydiert die verschiedenen 
Sauren mit ungleicher Geschwindigkeit, unabhangig von ihrer chemischen 
Konstitution. Ebenso wie die Leberatmung ohne Substrat sich mit der 
Zeit verringert, so verringert sie sich auch in Gegenwart von Fettsaure ; 
jedoch andert sich dabei der Wert der Dehydrierung nicht wesentlich. 
Es ist stets méglich, kleine Mengen von Acetessigséure in der Versuchs- 
fliissigkeit des normalen Lebergewebes ohne Fettsaure deutlich nach- 
zuweisen. Diese sind bedeutend gréBer, wenn Fettsiuren anwesend 
sind; und zwar ist die Zunahme bei Fettséuren mit gerader Anzahl 
von Kohlenstoffatomen wesentlich gréBer als bei solehen mit ungerader 
Zahl. In letzterem Falle entspricht die Bildung von Acetessigsiure 
nicht dem gesteigerten Sauerstoffverbrauch, was darauf hinweist, daB 
die Oxydation hier eine vollstindigere ist. Diese Tatsache ist sowohi 
von Edson als auch von Jowett und Quastel festgestellt worden. Der 
Theorie der 6-Oxydation zufolge muB man von einer Saure mit un- 
gerader Anzahl von Kohlenstoffatomen zur Propion- und Essigsaure 
gelangen. Jowett und Quastel, denen die Theorie der B-Oxydation in 
verschiedenen Punkten ungeniigend erscheint, nehmen fiir die Sauren mit 
ungleichen Kohlenstoffatomen eine multiple Oxydation an, welche zu 
Acetessigsiure und Kohlensaéure oder zu Essigsiure und Brenztrauben- 
siure fiihrt. Die Sauren mit 4, 6, 8 Kohlenstoffatomen ergeben griéBere 
Mengen von Acetessigsiure als die héheren (geradzahligen) Glieder. 

Bei der Ratte ist in der Fettleber gegeniiber der normalen Leber 
der Q,,-Wert im allgemeinen herabgesetzt. In meinen friiheren Ver- 
suchen mit Kaninchenfettleber hatte ich dagegen, wie Meier und 
Toenes (9), festgestellt, daB Qo, im allgemeinen héher ist, was ich auf 


Gegenwart von ungesattigten, leicht autoxydablen Fettsauren zuriick- 
fiihrte. Bei der Ratte entspricht der Qo,-Wert mehr dem Atmungswert 
des Gewebes; sie ist daher fiir Stoffwechselversuche geeigneter. Die 


Werte beim Meerschweinchen gleichen meist denen der Ratte, manchmal 
aber naihern sie sich denen des Kaninchens. 

Die Acetessigsdurebildung ist in den Versuchen ohne Substrat im 
allgemeinen niedriger als normal; nur wenn Q,, héher ist, erreicht sie 
die Normalwerte. Fiigt man Fettsaure hinzu, so nimmt der Sauerstoff- 
verbrauch zu wie beim Normalfall, diese Zunahme ist aber viel weniger 
deutlich und fehlt zuweilen iiberhaupt. In den meisten Fallen ist 
Ao, (@o,-siure — Yo,) gleich der Halfte des Normalleberwertes und 
zuweilen auch weniger. Auch die Steigerung der Acetessigsiurebildung 
ist in Gegenwart von Fettséuren geringer als normal. Manchmal ist 
jedoch das Verhaltnis zwischen 1p, und A,, nicht streng proportional 
in dem Sinne, da letzteres gréBer ist, als aus ersterem zu schlieBen ware. 
Das bedeutet wahrscheinlich, daB auch das Enzymsystem des Acet- 
essigsiurestoffwechsels spezifisch geschidigt ist, wobei zwischen Acet- 
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essigsiurebildung, ihrer Verbrennung oder Umwandlung in f-Oxy- 
buttersdure, ein anderes Verhaltnis als bei Normalleber zustande kommt !?. 

Von besonderem Interesse ist das Verhalten der Crotonsdure, die 
von der Leber bekanntlich weitgehend zur Acetessigsdure oxydiert 
wird. Die Fettleber, bei der das Oxydationsvermégen fiir die Fett- 
siuren betrachtlich herabgesetzt ist, verbrennt die Crotonséure mit 
einer Geschwindigkeit, die nur um ein Geringes kleiner ist als normal, 
und fiihrt zur Bildung von beinahe derselben Menge von Acetessigsaure. 
Wahrscheinlich ist das fiir den Stoffwechsel dieses K6rpers in Betracht 
kommende System nicht genau identisch mit dem der gesattigten 
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Abb. 1. 


Friedmann (12), Hurtley (13) und Dakin (14) sind der Auffassung, 
daB die Crotonsiure einen Zwischenkérper bei der Oxydation der 
Buttersaure zu Acetessigsdure darstellt, wahrend Jowett und Quastel (7) 
annahmen, daB die beiden Fettsiuren unabhangig voneinander zu 
Essigsiure oxydiert werden kénnen. 

Crotonséure 
s > Acetessigsiiure = B-Hydroxybuttersaure. 
Buttersaéure 

Dieselben Autoren haben auch erkannt, daB die Oxydations- 

geschwindigkeit der beiden Fette in Leberschnitten verschieden ist. 


1 Schon Jsaac (10) hat sich mit den Ketonkérpern in der Fettleber 
beschaftigt. Neuerdings haben auch Leites und Odinow (11) festgestellt, 
daB es bei starker Degeneration zu einer Verminderung dieser Kérper 
kommt, wie sie auch bei Hinzufiigung von Buttersiéure in vermindertem 
MaBe eintritt. In der aseptischen Autolyse des Organs ist diese Bildung 
gréBer, was offensichtlich auf die Fettspaltung zuriickzufiihren ist. 
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Sie zeigten auch, daB einige aromatische Verbindungen auf den Abbau 
der beiden Sauren hemmend wirken; bei der Crotonsdure ist jedoch 
diese Wirkung gréBer als bei der Butterséiure. DaB bei dem Abbau 
der ungesattigten und der gesattigten Fettsiuren verschiedene enzy- 
matische Systeme beteiligt sind, geht auch aus folgendem hervor: 
nach der Knoop-Wielandschen Theorie fangt die Fettsaiureoxydation 
mit einer Dehydrierung in « — f an; darauf folgt eine Hydratation, 
die zur B-Oxysaure fiihrt. Das entspricht der Oxydation der Bernstein- 
siure, bei welcher nach der Dehydrierung von Bernstein- zu Fumarsiure 
die Fumarase einwirkt; dies ist ein hydratatischer Vorgang, der zur 
Apfelsaure fiihrt. Mazza und Zummo (15) haben gezeigt, daB die 
1% — f-Oleinsaure von dem Leberextrakt nicht angegriffen wird, 
wahrend sie von den Leberschnitten rasch oxydiert wird. Sie schlossen 
daraus, daB an der Oxydation zwei Enzyme beteiligt sind: eine De- 
hydrogenase, die sowohl in den Schnitten als auch in den Extrakten 
enthalten ist, und eine Hydratase, die labil oder nicht extrahierbar und 
daher in den Extrakten nicht enthalten ist. In der Folge bewies 
Mazza (16), daB es beim Phenylbuttersaureabbau zunachst zur Bildung 
von Phenylerotonsiure kommt, woran sich eine zweite Reaktion an- 
schlieBt, die zu y-Phenyl-f-Oxybutterséure fiihrt. Damit wird es 
auch wahrscheinlich, daB es beim Abbau der Fettsaéuren anfanglich 
zu einer Dehydrierung kommt, der eine Hydratation, d.h. Bildung 
noch weiter oxydierbarer Kérper, folgt. Ob diese £-Oxysiuren oder 
6-Ketonsauren sind, bleibt vorlaufig dahingestellt. Der Befund, da 
die Oxydation der Crotonsaure in der Fettleber weit weniger gehemmt 
wird als diejenige der gesattigten Sauren, stiitzt die obige Auffassung. 
Es ist namlich wahrscheinlich, daB das erste System (Dehydrogenase) 
bei der Degeneration starker geschadigt wird als das zweite (Hydra- 
tase); daher ist der Crotonséureabbau, bei welchem der erste enzy- 
matische ProzeB nicht beteiligt ist, weniger geschadigt. Dies wird 
weiter untersucht werden, auch um den Grad der Degeneration fest- 
zustellen, bei welchem es noch méglich ist, einen Unterschied in der 
Oxydationsgeschwindigkeit nachzuweisen. 


Dicarbonsiuren. 

In letzter Zeit ist der Oxydation der Dicarbonséuren besonderes 
Interesse gewidmet worden, nachdem Verkade die interessante Fest- 
stellung gemacht hatte, daB nach Einfiihrung gewisser Triglyceride 
beim Menschen im Harn die entsprechenden Dicarbonsaiuren nach- 
weisbar sind. Verkade hat das in der Weise gedeutet, daB eine Oxydation 
des endstandigen Methyls eintritt, die er @-Oxydation genannt hat. 
Von weiteren Umwandlungen der so entstandenen Dicarbonsaéuren war 
bis jetzt nur die Oxydation der Bernsteinsdiure gut bekannt. Kiirzlich 
hat Mazza (17) die Oxydation einiger Dicarbonséuren der Leber und 
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der Niere untersucht und gefunden, daB einige von ihnen mit maBiger 
Geschwindigkeit oxydiert werden. Die Oxydation beginnt mit einem 
DehydrierungsprozeB. Sie verlauft bei den paarizgen Sauren schneller 
als bei den unpaarigen. Bei der Leber ist auBerdem die Oxydations- 
geschwindigkeit der Dicarbonsauren '/,- bis '/,mal kleiner als diejenige 
der gesattigten Monocarbonsaéuren. Bei der Niere dagegen ist fiir die 
mittleren Sauren die Oxydationsgeschwindigkeit bei Mono- und_ Di- 
carbonsauren die gleiche, wahrend fiir die hohen Glieder die Oxydation 
der letzteren schneller verlauft als der ersteren. Weder in der Leber 
noch in der Niere ist bei der Oxydation die Bildung von Acetessigsiure 
oder anderen f-Ketonsauren festzustellen. DaB es sich in der Leber 
und der Niere tatsachlich um eine @-Oxydation handelt, geht daraus 
hervor, daB das Methyleaprylat, d. h. eine Verbindung von blockiertem 
Carboxyl, das daher von einer 6-Oxydation nicht angreifbar ist (3) (18), 
sowohl von der Leber als von der Niere oxydiert wird, und zwar durch 
Oxydation des endstandigen Methyls. Durch Mazza hat auch die 
Artomsche Annahme (19) einer beiderseitigen f-Oxydation eine starke 
Stiitze erfahren. Aus meinen Versuchen mit Normalleber geht hervor, 
daB Bernsteinsiure rascher oxydiert wird als die anderen Dicarbon- 
sduren, und zwar in der Reihenfolge Sebacin-, Kork- und Azelainsaure. 
Die Glutarsaure wird tiberhaupt nicht oxydiert. Das bestatigt Mazzas 
Befund von der leichten Oxydation der paarigen Sauren gegeniiber den 
unpaarigen. Bei keiner dieser Saéuren war die Bildung von Acetessig- 
siure oder anderen /-Ketonsauren festzustellen. Es stellte sich sogar 
heraus, daB die Sauren eine antiketogene Wirkung ausiiben, was schon 
Mazza vermutete; denn die Acetessigsiuremenge ist geringer als die in 
Leerversuchen, d.h. ohne Substrat. Bei der Fettleber ist auch die 
Oxydationsgeschwindigkeit der Dicarbonsiuren geringer, vielleicht 
sogar noch ausgesprochener als bei den Monocarbonsauren. Auch hier 
ist keine Entstehung von Acetessigséure nachweisbar. 

Aus den Versuchen mit Mono- oder mit Dicarbonsaéuren geht 
hervor, daB in der Fettleber eine spezifische Schadigung der fett- 
dehydrierenden Fermente eintritt. 


Experimenteller Teil. 


Bei den Versuchen kamen Meerschweinchen und vor allem Ratten zur 
Verwendung. Die Fettleber wurde durch Phosphorvergiftung erzeugt, und 
zwar durch Betupfen der Zunge mit 1 °, WeiBphosphor in Mandelé!. Durch- 
schnittliche Dosen von 3 mg Phosphor téglich bei Meerschweinchen (Ge- 
wicht etwa 350g) und 1 mg bei Ratten (Gewicht etwa 120g). Die Fett- 
degeneration war immer makroskopisch deutlich (Gelbleber und teilweise 
MuskatnuBleber) und fast stets gleich. 

Die Oxydationswerte wurden manometrisch nach O. Warburg in birn- 


formigen GefaBen mit zentralem KOH-Einsatz bestimmt. Gasraum Luft 
oder haufiger Sauerstoff. Als Medium wurde Ringer (mit 2°, Bicarbonat 
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nach Warburg) verwendet oder die Lésung nach Arebs und Henseleit (20) 
oder am haufigsten eine Lésung mit /-Natriumglycerophosphat nach 
Jowett und Quastel (7). In letzterer, in der das Glycerophosphat als Puffer 
dient, erhalt man hohe Atmungs- und Dehydrierungswerte. Die reinen 
Fettsauren (Schering-Kahlbaum oder Brit. Drug House) kamen als Natrium- 
salze zur Verwendung und so konzentriert, daB sie mit dem in der Fliissigkeit 
vorhandenen CaCl, nicht als Caletumseifen ausfielen. Nach einer Versuchs- 
dauer von 2 Stunden bei 37,5° C wurden die Schnitte entfernt und zur Be- 
stimmung des Trockengewichts in destilliertem Wasser gewaschen. In der 
Fliissigkeit wurde die Acetessigsiure nach Quastel und Wheatley bestimmt, 
die sich der decarboxylierenden Wirkung der priméren Amine und also des 
Anilins auf die Acetessigsiure bedienten. Die urspriingliche Methode unter 
Verwendung von Anilinhydrochlorid, in Gegenwart von Acetat als Puffer, 
ist spaiter von Edson (6) dahin modifiziert worden, daB er Anilincitrate 
benutzte, indem er die Versuchsfliissigkeit mit Citronensaéure ansduerte. 
Ich habe diese modifizierte Methode angewandt und verfuhr in folgender 
Weise: die Kalilauge wurde mit der Pipette aus dem mittleren Einsatz 
entfernt, in den dann 4n H,SO, gegeben und wieder abgesogen wurde. 
Der Einsatz wurde darauf mit Filtrierpapier getrocknet. Zur Fliissigkeit 
kamen 0,3 cem einer 50°,igen Citronensiure, da die Decarboxylierung am 
schnellsten bei py 4 vonstatten geht. In gleicher Weise wurde auch im 
Thermobarometer verfahren, um der leichten Druckerniedrigung Rechnung 
tragen zu kénnen, die infolge der Verdiinnung des citronensauren Anilins 
eintritt. In den seitlichen birnférmigen Anhang kam 0,4 cem Anilincitrat- 
lésung (gleiche Teile frisch destillierten Anilins und 50 °,iger Citronensaure). 
Die Acetessigsiuremenge ist ausgedriickt inemm C O, unter Beriicksichtigung, 
daB Img Acetessigsiure gleich 220 emm CQ, ist. 


emm .CQ, 


Ore 
va mg Gewebe/1 Std. 


entspricht der Halfte der mit zweistiindiger Versuchsdauer erhaltenen 
Werte. In diesem Wert driickt sich nicht die ganze Acetessigsiurebildung 
aus, weil jener Teil fehlt, der in #-Hydroxybuttersiure verwandelt wird. 
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Monocarbonsiuren. 





Normalleber Fettleber 


Konzentration 0 n/100 n,200 0 n/100 n/200 


Ameisensiiure. 


Yo, erste Std. 11,20 -1840 | —13,50 |'— 865 |_— 8.81 9,50 
" gweite Std 7.65 - 11,60 950 i— 7,05 |— 7.25 | — 6.70 
J, , erste Std. + 220 + 2,30 + 0,26 | + 0,95 
Os 
zweite Std. + 395 + 1,85 0,20 0,35 
Gao - + + +. + 0,652 + 0,737 + 0540 + 0.207 + 0,580 + 0,298 
Jy. + 0,085 -- 0,111 + 0372 + 0,091 
Kssigsiiure. 
Wo, erste Std. 12,18 — 14,30 — 11,50 — 12,75 
" gweite Std. 965 —1217 9,10 — 10,85 
Jo,, erste Std. + 2,12 + 1,25 
zweite Std. + 2,52 | + 1,75 
Ws, + 1,25 + 380 + 111 + 268 
d,. + 205 + 1,57 
Propionsaure. 
WYo,+ erste Std. 11,95 |—1240 ~11,65 |_— 9,95 —11,75 11,20 
" gweite Std. 10,00 |— 12,70 —10,25 |— 825 10,30 — 855 
Oo? erste Std. + 045 — 0,30 : + 1,80 + 1,25 
zweite Std. + 270 + 0,25 + 1,15 + 0,30 
Varo + 0,522;+ 0,540 + 0544 — 0403 + 0411 + 0,410 
4). + 0,098 + 0,022 + 0,008 + 0,007 
¢ Buttersaure. 
Wo,, erste Std. -11,385 —1555 —14,9 '‘— 875 _— 10,05 11,1 
' gweite Std.’ — 838 — 13,1 13,1 6,85 .— 7,00 — 8,20 
S,,,, erste Std. + 4,20 + 3,55 + 1,30 | + 2,35 
zweite Std. + 4,72 + 4,72 + 0,15 + 1,35 
Vacs ss se i+ 048 + 387 + 225 (4+ 0,393 + 1,71 + 1,39 
JS. + 339 + 1,77 + 1,817 + 0,997 
Valeriansaure. 
Yo,» erste Std. —1385 —16,5 — 11,6 — 11,9 
zweite Std. — 10,85 —143 — 88 — 10,35 
J,,, erste Std. + 2,65 + 03 
 gweite Std. + 3,45 + 1,55 
Qigis | ee i RO a eS + 0,78 '+ 1,16 
J 0,025 + 0,38 











n/200 


9,50 
- 6,70 
- 0,95 
0,35 
0,298 
0,091 


11,20 
$8.55 
1,25 
0.30 


0,410 
0,007 


11,1 
8,20 
2,35 
1,35 
1,39 
0,997 
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Normalleber Fettleber 
Konzentration : a 0 ie a 100 n 200 0 n/100 n/200 
Capronsaure. 
Wo,» erste Std. — 5,15 9,45 10,2 8,6 12,15 11,05 
zweite Std. — 4,08 7,65 — 84 — 715 10,8 — 961 
So, erste Std. + 4,33 + 5,08 + 355 + 2.45 
zweite Std. + 357 + 4,32 + 365 + 2,46 
Vax + 0,324 + 3,72 + 3,86 |/+ 0401 + 2,74 + 230 
S 6 + 3,396 + 3,536 2,339 1,899 
Oenanthsaure. 
QYo.: erste Std. — 800 — 14,65 — 13 6,53 5,5 7,8 
" gweite Std. 5,95 135 —116 4,08 — 4,25 4,52 
JS,),, erste Std. + 665 + 5 — 103 + 1,27 
 gweite Std. + 7,55 + 5,81 + 017 + 0,44 
Vx + 046 + 1,57 + 1,62 + 0109 + 1,03 + 1,20 
dno + 1,11 + 1,16 0,921 + 1,091 
( aprylsaure. 
Wo,» erste Std. 12.7 - 15,4 16,3 13.85 14,8 — 15,35 
zweite Std. 7.6 13,25 - 13,35 985 — 119 11,15 
Jo, , erste Std. + 2,7 + 3.6 + 0,95 1,50 
zweite Std. + 565 + 5,75 + 2,05 1,30 
OY v6 + 0,662 3,85 (+ 359 + 109 + 3.70 + 2,53 
Sh + 3,188) +4 2,928 + 261 + 1,45 
Pelargonsaure. 
Yo,» erste Std. — 15,4 12,7 18,6 9,15 7,36 10,48 
' gweite Std. 99 — 7,8 11,6 5.5 4,27 — 7,00 
Jo., erste Std. 37 + 32 79 | + 1,33 
 gweite Std. — 21 + 1,7 — 1238 4+ 1,5 
Vac + 0,9387'+ 0,75 |+ 1,30 0.53 + 0,427) + 1,24 
J, . 0,183 0,363 — 0,103 + O71 
Caprinsiure. 
Normalleber Fettleber 
Konzentration: i 0 n/350 n/500 0 n/350 n/500 
%o,> erste Std. -1465 —1895 — 19,95 — 11,7 — 13,60 15,65 
zweite Std. 10,04 —146 15.8 7,15 10,25 9,55 
Jo,» erste Std. + 430 + 5,380 + 1,9 3,95 
zweite Std. + 4 + 540 | + 310 4 2,40 
Vac + 0,576 + 2,97 3,12 + 1,36) + 230 +4 1,60 
4d. + 2,394) + 2,554 | + 0.94 0.24 


24* 
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Normalleber Fettleber 
Konzentration : 0 n 1000 n/2000 i 0 n/ 1000 n/2000 
Undecansaure. 
Yo, erste Std. 6,94 | — 10,55 8.25 —10,15 
zweite Std. — 6,30 7,45 6.75 j|-- 8.14 
J, , erste Std. + 361 1,90 
 gweite Std. + 1,15 + 1,39 
Varo 0,84 + 0,397 0,196 + 1,02 
4,. 0,443 + 0,824 
Laurinsaure. 
W).. erste Std. 14,1 15,6 — 15,1 16,6 — 16,4 — 18,7 
zweite Std. 10,9 — 13,6 — 13,7 — 10.8 —11 — 12.5 
J, erste Std. + 1,5 + 1 — 02 + 2,1 
" gweite Std. 27 + 28 +02 + 17 
VA + 113 + 2,11 + 188 + 2,5 + 35 + 3,40 
J, + 0,98 + 0,75 + 1,0 + 0,90 
Tridecansaure. 
Wo, erste Std. 5.9 11,4 — 5,65 6,62 
zweite Std. 4,26 — 7,55 — 3,10 4,20 
So, erste Std. + 55 + 0,97 
zweite Std. 3,29 + 1,1 
Vac + 0,57 + 0,48 + 0,547 + 0,38 
Sy. a 0,09 scons 0,167 
Mpristinsaure. 
Normalleber Fettleber : 
Konzentration : 0 n/2000 n/5000 0 n/2000 n/5000 
Yo... erste Std. 15,90 15,85 — 15,35 P 13 — 12,2 — 13,4 
zweite Std. — 15.1 12,9 — 133 10,5 — 9,92 —10,05 
S,,, erste Std. 0,05 0,55 0,8 + 0,4 
" gweite Std. — 0,2 + 0,2 — 058 — 0,45 
Orc +143 + 125 + 156 + 146 + 1,66 + 1,66 
Jy. — 0,18 | + 0,18 + 0.20 + 0,20 
Palmitinsaure. 
Normalleber Fettleber 
Konzentration : 0 n/1000 n/2000 0 n/1000 n/2000 
Yo, erste Std. — 1205 —13,05 —14 — 10,7 — 10,9 — 10,0 
" gweite Std. 9.30 — 10,65 1120 — 831 |— 850 | — 8,50 
So, erste Std. + 1,00 + 1,95 + 0,2 — 0,7 
zweite Std. + 135 + 1,90 + 0,19 + 0,19 
Vac + 0482 + 0,998 + 1,32 | + 034 + 0,448 + 0,62 
4... + 0,516 + 0,838 + 0,108 + 0,28 
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Stearinsaure. 
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Konzentration : 0 
WYpo,, erste Std.  — 13,1 

~ gweite Std. — 9,6 
+, erste Std. 


zweite Std. 


Gan se ou ve le BD 
AS 6 


Normalleber 
n/ 2000 n 5000 
- 13,9 - 18,1 
8,3 8,65 
+ 0,8 0 


— 13 — 0,95 


+ 223 + 1,86 
— 0,27 | — 0,64 


Arachinsaure. 


Fettleber 
0 n/2000 n/ 5000 
— 10,1 10.225 | —11,7 
6,9 74 — 7,1 
+ 0,15 + 1,6 
+ 0,5 + 0,2 


+ 183 + 233 + 2,43 
+ 0,50 + 0,60 











Normalleber Fettleber 
Konzentration: 0 n/1000 0 n/1000 
Yo,+ erste Std. . — 7,94 — 8,15 —7,8 7,5 
zweite Std. — 5,28 — 4.46 — 6,66 - 5,2 
Jo., erste Std. . + 0,71 - 0,3 
 gweite Std. - 0,82 — 1,46 
Yac: +. 0,46 + 0,37 + 0,21 + 0,353 
7 — 0,09 + 0,143 
Crotonsaure. 
Normalleber Fettleber 
Konzentration : 0 n/100 n/200 0 n/100 n 200 
Wo,> erste Std. — 6,70 — 89 —815  —6,87 — 8,7 — 9,75 
zweite Std. — 4,65 7 — 6,85 4.85 7,21 — 6,90 
Jo, erste Std. + 2,2 + 1,45 + 1,83 + 2.88 
zweite Std. + 2,35 + 2,20 + 2.36 + 2.05 
Wie Pl a rs + 0,44 + 2.43 +1,07 | +0492 +228 + 1,79 
Ine +199 + 0,63 + 1,788 1,298 
Dicarbonsiuren. 
Bernsteinsaure. 
Normalleber Fettleber 
Konzentration: 0 n/400 0 n 400 
Wo,. erste Std. . — 9,95 - 13,40 al 7.60 
- gweite Std — 5,58 - 12,50 5,73 5,40 
S., erste Std. . + 38,45 + 0,60 
 gweite Std. + 6,92 — 0,33 
Vac: + 0,408 + 0.53 0.417 + 0,592 
4 « 619 + 0.175 


Ac * 








364 L. Califano. 
Normalleber Fettleber 
Konzentration : 0 n/400 0 n/400 
Glutarsaure. 
Y)., erste Std. . — 10,7 8,65 8,35 7,7 
 gweite Std. — 6,55 6,75 7,40 - 7,28 
J, erste Std. . 2,05 0,65 
 gweite Std. + 0,20 + 0,12 
Vr + 0,62 + 0,36 + 0,237 + 0,245 
Jy. — 0,26 + 0,008 
Korksaure. 
Wo, erste Std. . 5 - 6,16 — 7,25 6.78 
zweite Std. 4,34 — 4,53 — 6.70 6,25 
J, , erste Std. . + 1,16 0,47 
zweite Std. . + 0,19 - 0,45 
Vr + 0,28 - + 0,119 + 0,233 + 0,183 
d,. 0,111 0,05 
Azelainsaure. 
Wo,. erste Std. . — 7,38 — 8,60 6,75 6,50 
zweite Std. 5,96 , — 7,10 6,35 — 5,75 
J,,., erste Std. . + 1,22 0,25 
zweite Std. 1,14 — 0,60 
WY Ac + 1,00 + 0,41 + 0.61 + 0441 
Jy. — 0,59 — 0,169 
Sebacinsaure. 
Yo,» erste Std. . 5,6 — 8,55 — 9,95 10,1 
zweite Std. . 6,71 -~ 7,75 — 8,62 9,4 
J, erste Std. . + 2,95 + 0,15 
" gweite Std. . + 1,04 + 0,78 
Parc 0.84 — 0,151 — 0,26 — 0,26 
4,. — 0,689 0 
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Uber den EiweiGzucker, Kiweibgehalt und Kohlenhydratindex 
der Sera und Korperfliissigkeiten verschiedener Tierarten. 
Von 
B. Lustig und T. Ernst. 

(Aus dem Laboratorium der Pearson-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 18, Dezember 1936.) 


Wird mit einer der iiblichen Blutzuckerbestimmungsmethoden das 
Reduktionsvermégen von Blut oder Serum vor und nach Saurehydrolyse 
bestimmt, so ist in dem mit Séure hydrolysierten Blut bzw. Serum 
gegeniiber dem nicht hydrolysierten eine Vermehrung der reduzierenden 
Substanz nachweisbar. Diese schon seit dem Jahre 1855 bekannte 
Tatsache (1) bildete den Ausgangspunkt fiir zahlreiche Untersuchungen, 
in denen nach einer Reihe von Methoden versucht wurde, die Zunahme 
des Reduktionsvermégens nach kiirzerer oder langerer Hydrolyse mit 
verschiedenen Sauren, unter verschiedenem Druck und bei verschiedenen 
Temperaturen quantitativ zu erfassen. Diese Zunahme wurde von den 
meisten Autoren auf das Vorhandensein von Kohlenhydraten in den 
SerumeiweiBkérpern zuriickgefiihrt und deshalb oft als ,,Kiweib- 
zucker‘‘ bezeichnet. Beim gesunden Individuum ist der auf die gleiche 
Weise bestimmte Gehalt an hydrolysierbarem Zucker innerhalb gewisser 
Grenzen nahezu konstant, gréBere Abweichungen werden bei manchen 
pathologischen Zustinden beobachtet. 

is schien daher von Interesse, bei verschiedenen Tiergruppen den 
Gehalt an ,,EiweiBzucker“ zu ermitteln, da die Bestimmung des Kohlen- 
hydratgehalts der SerumeiweiBkérper vielleicht eine chemische Unter- 
scheidung verschiedener Tierarten erméglicht und man auf diesem Wege 
phylogenetische Zusammenhinge oder vermutete Verwandtschaften 
zwischen den einzelnen Tiergruppen nachweisen kann. 

Versuche, auf chemischem Wege die SerumeiweiBkérper verschiedener 
Tierarten zu differenzieren, sind von Obermayer und Willheim (2) durchgefiihrt 
worden. Diese Autoren ermittelten das Verhaltnis zwischen den freien 
Carboxylgruppen nach Sérensen (Formoltitration) und dem EiweiSstickstoff 
und bezeichneten diesen Wert als Aminoindex!. Sie fanden Differenzen 
zwischen den von ihnen untersuchten Tiergruppen, besonders zwischen 
Saéugetieren und Végeln. 

! Lustig und Haas benennen (diese Zeitschr. 225, 262, 1930) das Ver- 
haltnis der mit Hilfe der Formoltitration bestimmten Carboxylgruppen 
zum gesamten Stickstoffgehalt folgerichtiger Carboxylindex, wahrend sie 
den Namen Aminoindex fiir das Verhaltnis der nach Linderstroem-Lang 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 32, 1927) bestimmten Aminogruppen der 
SerumeiweiBkérper zum Gesamtstickstoff vorbehalten. 








366 b. Lustig u. T. Ernst: 


Bei fast allen fiir die Bestimmung des ,, EiweiBzuckers‘* verwendeten 

Methoden wird Blut oder Serum mit Sauren unter verschiedenen 
}edingungen hydrolysiert und im Hydrolysat sowie im urspriinglichen 
Blut oder Serum das Reduktionsvermégen bestimmt. Dabei werden, 
abgesehen von den Fehlern der einzelnen Blutzuckermethoden, neben 
der Glucose zahlreiche andere im Blut vorhandene, nach Siurehydrolyse 
ebenfalls reduzierende Substanzen miterfaBt, die mit dem im Eiweif 
vorhandenen Kohlenhydratkomplex in keinem Zusammenhang stehen, 
wie z. B. Glykogen, Hexosephosphorsiéuren, gepaarte Glucuron- 
saiuren u.a.m. Da die Zu- oder Abnahme dieser nach Siurehydrolyse 
ebenfalls reduzierenden Substanzen mit dee Zu- oder Abnahme des 
Kohlenhydratgehalts der SerumeiweiBkérper in keinem Zusammenhang 
steht und die einzelnen Substanzen verschiedene, mitunter vielleicht 
entgegengesetzte Bedeutung im Stoffwechsel haben kéGnnen, so darf 
man aus der Zu- oder Abnahme der gesamten nach Saurehydrolyse des 
Serums frei werdenden reduzierenden Substanz keine zu weitgehenden 
Schliisse ziehen. Abgesehen von den Fehlern der einzelnen Methoden 
sind nur die mit derselben Methode, nicht aber mit verschiedenen 
Methoden gewonnenen Resultate untereinander vergleichbar. Art und 
Konzentration der Saure, Erhitzungsdauer und Temperatur sind eben- 
falls fiir das Ergebnis von Bedeutung. Nach Grevenstuk (3) hat jede 
Siure eine optimale Konzentration, bei der bei bestimmter Temperatur 
und Erhitzungsdauer Héchstwerte erhalten werden. Bei den einzelnen 
Methoden sind aber Art und Konzentration der Saure, Druck, Tem- 
peratur und Erhitzungsdauer verschieden. Als Erhitzungsdauer wahlen 
z. B. Condorelli (4) 10 Minuten, Bierry und Randoin (5) 30 bis 40 Minuten. 
Bei der Saurehydrolyse von Starke wird nach Arok (6) der Zucker 
derselben nicht quantitativ wiedergefunden. Pavy (7) zeigte, da 
wiisserige Glucoselésungen schon nach lingerent Kochen eine Abnahme 
ihresy Reduktionsvermégens aufweisen. 

Zu diesen durch die Hydrolyse bedingten Fehlern kommen noch die 
Differenzen zwischen den einzelnen EnteiweiBungs- und Blutzucker- 
bestimmungsmethoden. Dies fallt um so mehr ins Gewicht, als es sich 
um eine Vielheit von Substanzen handelt, die unter verschiedenen 
Bedingungen auch verschiedenes Reduktionsvermégen besitzen. Zeigen 
doch die Untersuchungen von Poe (8), daB verschiedene Zuckerarten 
unter gleichen Bedingungen nach derselben Methode, oder derselbe 
Zucker unter sonst gleichen Umstanden nach verschiedenen Metboden 
untersucht, Unterschiede im Reduktionsvermégen bis zu 500% ergeben. 


Auf Grund dieser und ahnlicher Erfahrungen kann man in Uberein- 
stimmung mit Grevenstuk (3) sagen, daB die nach den bisherigen Methoden 
bei den verschiedenen Fragestellungen gewonnenen Werte nicht mit 
dem Namen Eiweifizucker bezeichnet werden diirfen, denn ,,der Name 
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KiweiBzucker setzt bis jetzt unbewiesene Tatsachen voraus und ist in 
vewissen Beziehungen sicher unrichtig*’. 

Kine Methode, die die vorher erwahnten, durch gesonderte Hydro- 
lyse oder die Bestimmung des Reduktionsvermégens bedingten Fehler- 
quellen nach Méglichkeit ausschaltet und den Kohlenhydratgehalt der 
SerumeiweiBkérper, den wirklichen Eiweifzucker, erfaBt, wurde von 
Lustig und Langer (9) unter Benutzung der quantitativen Kohlenhydrat- 
bestimmung nach T'illmanns- Philippi (10) ausgearbeitet. Nach Isolierung 
der SerumeiweiBkérper und Entfernung aller wasser- und alkohol- 
léslichen, nicht eiweiBartigen Serumbestandteile wird der Kohlenhydrat- 
vehalt der SerumeiweiBkérper ohne gesonderte Hydrolyse auf Grund der 
Farbreaktion der Kohlenhydrate mit Orcin-Schwefelsiure kolorimetrisch 
bestimmt. Die Bestimmung mit Orcin-Schwefelséure ist unter gewissen 
Bedingungen fiir die Kohlenhydrate streng spezifisch. Sie wird von 
den Hexosen, Pentosen und Triosen, nicht aber von den Aminozuckern 
(Glucosamin) gegeben. Nach Untersuchungen von Lustig und Langer 
ist die Farbstirke der Reaktion bei verschiedenen Zuckerarten unter 
sonst gleichen Versuchsbedingungen verschieden. So zeigt z. B. Mannose 
eine um 8° starkere Farbreaktion als Glucose; doch sind diese Unter- 
schiede viel geringer als die auf Grund der Bestimmung des Reduktions- 
vermégens zwischen den einzelnen Zuckerarten gefundenen. Sdrensen 
und Haugaard (11) gelangten, ausgehend von der von Tillmanns- Philippi 
und Lustig-Langer ausgearbeiteten, quantitativen Kohlenhydrat- 
bestimmung im Eiwei8 bei wechselnder Erhitzungsdauer und Be- 
stimmung der Farbstirke im Stufenphotometer zu Farbkurven, die fiir 
jede Zuckerart und jedes Zuckergemisch charakteristisch sind, so daB 
unter giinstigen Bedingungen, wenn auch nicht immer [siehe Urban (12), 
Sorensen (13)], nicht nur die Menge, sondern auch die Art der Kohlen- 
hydrate in den einzelnen EiweiBkérpern auf diesem Wege bestimmt 
werden kann [Sdrensen, Grabmann und Schleich (14), Blix (15)). 
Lustig und Langer vergleichen die Farbreaktion der Kohlenhydrate der 
Serumeiweibkérper mit der einer Dextroselésung und geben den Kohlen- 
hydratgehalt in mg-°% Dextrose an. Durch Verwendung einer spezifi- 
schen Farbreaktion fiir die quantitative Bestimmung der Kohlenhydrate 
der SerumeiweiBkérper werden die durch gesonderte Hydrolyse und 
durch die verschiedenen Reduktionsmethoden bedingten Fehler ver- 
mieden, wobei durch die Isolierung der SerumeiweiBkérper Fehles 
durch andere Substanzen, besonders durch das Glykogen und die ge- 
sonderte Bestimmung des freien Blutzuckers, entfallen. 

Uber die Art des Kohlenhydratkomplexes der SerumeiweiBkérper 
haben erst die Untersuchungen der letzten Jahre einige Klarheit gebracht. 

Nach Untersuchungen von Neuberg und Simon (16), Quagliariello und 
de Lucia (17) werden durch Zusammenbringen der SerumeiweiBk6érper mit 
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Kohlenhydraten unter verschiedenen auBeren Bedingungen keine Eiweil- 
kérper-Kohlenhydratverbindungen gebildet. Die alteste Angabe iiber das 
Vorhandensein von Kohlenhydraten im Serumglobulin stammt von 
Moérner (18), der nach Hydrolyse von Serumglobulin mit Salzséure eine 
Substanz fand, die Kupfersulfat in alkalischer Lésung reduzierte und ein 
Phenylosazon gab. Die Menge der von alteren Autoren aus Serumeiweib- 
kérpern isolierten Kohlenhydrate schwankte je nach der Art der Darstellung 
in weiten Grenzen. Da die seinerzeitige Methode der Darstellung und 
Reinigung der EiweiBkérper von den iibrigen Bestandteilen meist ungeniigend 
war, sind diese positiven Angaben unzureichend. Erst im letzten Jahrzehnt 
gelang es, tiber die Art und Menge des Kohlenhydratkomplexes in den 
SerumeiweiBkérpern Klarheit zu gewinnen. Zunachst konnte Dische (19) 
in weitgehend gereinigten SerumeiweiBkérpern Mannose nachweisen, 
wodurch diese hauptsiachlich in Pflanzen gefundene Zuckerart auch als 
Bestandteil des SerumeiweiBes nachgewiesen wurde. Untersuchungen von 
Rimington (20) nach Hydrolyse von achtmal mit Baryt umgefallten Eiweil- 
kérpern lieferten eine Substanz vom Molekulargewicht 341, die Mannose 
und Glucosamin enthalt. Weitere Untersuchungen desselben Autors (22) und 
Arbeiten von Bierry (21) ergaben, daB der Kohlenhydratkomplex der 
SerumeiweiBkérper aus einer Verbindung von 1 Galaktose, 1 Mannose und 
| Glucosamin besteht. Die einzelnen SerumeiweiBkérper enthalten ver- 
~chiedene Mengen des Kohlenhydratkomplexes, und zwar sind die Globuline 
kohlenhydratreicher als die Albumine. Nach Untersuchungen von Lustig 
und Haas (23) und B. Lustig (24) zeigen die soda- und natronlaugeléslichen 
Unterfraktionen der Globuline einen zwei- bis sechsmal so groBen Kohlen- 
hydratgehalt als die die Hauptmenge der Serumglobuline bildenden wasser- 
und kochsalzléslichen Eiweiikérper, Nach Untersuchungen von Lustig 
und Mandler (27) zeigen die sodaléslichen Globulinunterfraktionen eine von 
den iibrigen Globulinen abweichende Zusammensetzung. Die Darstellung 
dieser EiweiBunterfraktionen erfolgte nach Freund-J oachim (26) und Lustig 
und Mitarbeitern (27). 

Bisherige Untersuchungen verschiedener Autoren (28) ergaben, dah 
auBer bei Mammalia auch bei Schildkréte, Kréte, Hai, Polyp und Weinberg- 
schnecke nach Saéurehydrolyse des Serums eine Zunahme des Reduktions- 


, 


vermégens vorhanden ist. 

Bei Vorversuchen zur vorliegenden Arbeit konnte schon mit der 
Molisch-Reaktion in den SerumeiweiBk6rpern verschiedener Tierarten 
das Vorhandensein von Kohlenhydraten nachgewiesen werden. 

Da der EiweiBgehalt des Serums verschiedener Tierspezies starke 
Schwankungen aufweist, wurde neben dem EiweiBzucker auch der 
Stickstoffgehalt der auf die gleiche Weise isolierten SerumeiweiBkérper 
bestimmt. 

Methodik. 


Es ergab sich schlieBlich folgende Versuchsanordnung: 


Die jeweiligen Blut- bzw. Koérperfliissigkeiten werden nach mehr- 
stiindigem Stehen im Eisschrank und Ablésen des Blutkuchens scharf zentri- 
fugiert, dann wird das Serum abgegossen und noch einmal zentrifugiert. 
Das ganz klare Serum wird bis zur Verarbeitung im Eisschrank aufbewahrt. 
Fiir den Versuch wird viermal je 0,1 cem Serum (bei Tieren mit eiweif- 
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armem Serum ist es nétig, entsprechend gréBere Mengen zu verarbeiten, 
was jeweils vermerkt ist) in Zentrifugierglisern mit 0,4 ccm dest.Wasser 
gemischt und mit 2 cem absolutem Alkohol gefallt und mindestens !/, Stunde 
stehengelassen. Bei kiirzerem Stehen ist der nach dem Zentrifugieren tiber- 
stehende Alkohol manchmal eiweiBhaltig und dadurch schwach opaleszent. 
Bei Tieren mit alkalisch reagierendem Serum wurde nach Zugabe des 
Alkohols 1 Tropfen 20° ige Essigsiure zugesetzt, um die Fallung zu be- 
schleunigen. Nach dem Stehen werden die SerumeiweiBkérper scharf ab- 
zentrifugiert und die itiberstehende Fliissigkeit vorsichtig abgegossen. Durch 
die Fallung mit Alkohol (Endkonzentration 80°) werden die meisten nicht 
eiweiBartigen Serumbestandteile und fast der gesamte freie Zucker entfernt. 
Der Niederschlag wird mit 1 cem frischem Alkohol aufgewirbelt und nach 
Zugabe von weiteren 4 bis 5 cem Alkohol wird das Glischen im kochenden 
Wasserbad bis zum Kochen des Alkohols erhitzt. Ein zu starkes Kochen 
des Alkohols ist zu vermeiden, da sonst die Gefahr des Herausspritzens und 
die Méglichkeit von Eiweifverlusten besteht. Nach dem Aufkochen wird 
scharf zentrifugiert, die iiberstehende Lésung vorsichtig abgegossen und die 
letzten Reste des Alkohols durch verkehrtes Aufstellen des Glases auf nicht 
faserndes Filtrierpapier entfernt. Durch das Aufkochen in alkoholischer 
Lésung wird das Eiweif denaturiert, wobei das Cholesterin und der Grofteil 
der Lipoide beseitigt werden. Zum Niederschlag werden dann 2 bis 3 cem 
einer 8 °,igen Natriumsulfatlésung und 1 Tropfen 20° iger Essigsiure zu- 
gegeben und bis zum Verjagen des Alkohols (daran kenntlich, daB keinerlei 
EiweiB8 an der Oberflache schwimmt) im kochenden Wasserbad erhitzt. 
Die Lésung wird dann scharf zentrifugiert, die tiberstehende Lésung vor- 
sichtig abgegossen und der Niederschlag in 0,4cem 1 °,iger Natronlauge 
unter kurzem Erwarmen gelést. Durch das Aufkochen mit Natriumsulfat 
und Essigsiure werden die restlichen, in Wasser léslichen, nicht eiweiBar- 
tigen Bestandteile entfernt. 

Zwei von den vier Glasern werden nun fiir die Bestimmung des Stick- 
stofjgehalts der EiweiBkérper verwendet. Die Bestimmung des Stickstoff- 
gehalts erfolgt wie iiblich durch Kjeldahlisieren mit H,SO, und CuSO, und 
Destillation nach Pregl-Parnass. 

In den zwei anderen Proben wird wie folgt der Kohlenhydratgehalt der 
SerumeiweiSkérper nach Lustig und Langer mit den der Bestimmung jeweils 
angepaBten Abanderungen ermittelt. 

Notwendige Reagenzien. 1. 2°, Orein in 25°, Schwefelséiure. Die Her- 
stellung der Lésung erfolgte nach Sérensen und Haugaard (11) in der Weise, 
daB 2g Orcin in 50 ccm Wasser aufgeschwemmt und dann unter Kiihlung 
25cem konzentrierte Schwefelsiure und 25cem Wasser dazugegeben 
werden. 

2. 60°, (Vol.) Schwefelséiure, hergestellt durch Zugabe von 600 ecm 
konz. Schwefelséure pro anal. zu 400 cem Wasser. 

3. 1°, Dextroselésung. Die verwendete Dextrose Merck wurde vorhe 
im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. 1 g der trockenen Dextrose 
wurde in 100 cem Wasser im MeBkolben gelést, dann wurden einige Tropfen 
Chloroform zugegeben und die Lésung im Eiskasten aufbewahrt. 

Bestimmung. Zu zwei in 0,4 ccm | °,iger Natronlauge gelésten Proben 
wurden genau 0,2 cem der Orcin-Schwefelsaure und 6 cem 60 °,iger Schwefel 
sdure gegeben und sorgfaltig durchgemischt. Fiir die Vergleichslésungen 
wurden von der Dextroselésung Verdiinnungen 1: 20, 1:40 und 1: 80 
hergestellt, von welchen je 0,4 cem ebentalls mit Orein-Schwefelséure und 
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Schwefelsiure versetzt wurden. Die drei Vergleichslésungen entsprechen 
0,2, OL und 0,05 mg Dextrose. Alle Glaschen wurden 10 Minuten im kochen- 
den Wasserbad erhitzt, nach Abkiihlen die Bestimmungs- und die jeweilige 
Vergleichslésung in Hehnerschen Zylindern mit 60° ,iger Schwefelséure aut 
20 cem aufgefiillt. Die Lésungen wurden mit Hilfe eines Lichtkastens bei 
gedimpftem Tageslicht oder abends kolorimetriert. Die Anwendung des 
Lichtkastens erméglicht die Bestimmung zu jeder Tageszeit und vermeidet 
Fehler durch seitlich einfallendes Licht. Als Liechtkasten wurde ein vier- 
eckiger, innen mit Asbest ausgekleideter Kasten mit seitlichen Luftléchern 
verwendet, dessen obere Decke abhebbar ist. Innen befindet sich eine 
100-Watt-Lampe, oberhalb welcher ein iiber die Lampe hinausragendes 
Opalglas befestigt ist. lm Kastendeckel sind Ausschnitte angebracht, in die 
die Hehner-Zylinder so hineinpassen, da®B ihr AbfluB 5 mm iiber den seitlichen 
Kastenrand hinausragt. 

Die Berechnung des Kohlenhydratgehalts erfolgt bei Verwendung von 
0,l cem Serum nach folgender Formel: 
cem der Vergleichslésung 


: - Kohlenhydratgehalt der Vergleichslésung . 1000 
eem der Bestimmung . 


= mg-°%, (in 100cem Serum). 

Da durch die Bestimmung des Kohlenhydratgehalts der isolierten 
SerumeiweiBkérper der wirkliche im EiweiB vorhandene Zucker erfaBt 
wird, unter Vermeidung von Fehlern, die durch andere Substanzen 
bedingt sind, wird fiir den Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBk6rper 
in 100 cem Serum der hier entsprechende Name HiweiBzucker an- 
gewendet. ‘ 

Die Berechnung des Hiweifgehalts des Serums und des Kohlen- 
hydratgehalts der isolierten SerumeiweiBkér per erfolgte unter der iiblichen 
Annahme, das das EiweifB einen Stickstoffgehalt von 16% besitzat 
(Multiplikation des Stickstoffgehalts mit 6,25). 

Nach Bestimmung des Stickstoff- und Kohlenhydratgehalts der 
isolierten EiweiBkérper wird die Menge des jm KiweiB vorhandenen 
Stickstoffs durch die Menge des im Eiweif vorhandenen Kohlenhydrats 
dividiert. Der berechnete Wert, von uns Kohlenhydratindex (KI.) 
genannt, gibt die Menge der im Eiweif auf 1g Kohlenhydrate ent- 
fallenden g Eiweib-Stickstoff an. Hs sei darauf hingewiesen, dap ein 
hoher Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBkorper einen niedrigen Kohlen- 
hydratindex bedingt und ein geringer Kohlenhydratgehalt einem hohen 
Kohlenhydratindex entspricht. 

Da durch die modifizierte Bestimmung nach Lustig und Langer 
nur der wirkliche Zucker, nicht aber das Glucosamin erfaBt wird, 
wurden Versuche unternommen, das Glucosamin nach der von Zucker- 
kandl und Klebermas- Messiner (29) ausgearbeiteten, von Elson und 
Morgan (30) verbesserten und verschiedenen Autoren verwendeten 
Methode zu bestimmen. Diese Versuche ergaben in Ubereinstimmung 
mit den Befunden von Fiirth und Boyer (31), daB die Hydrolysenprodukte 
der SerumeiweiBkérper die quantitative Bestimmung so stark beein- 
trachtigen, daB die gewonnenen Werte nicht brauchbar sind. 
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Es wurden das Serum bzw. die Kérperfliissigkeiten verschiedener 
Tiere von den Coelenteraten bis zu den Mammalia (Mensch) unter 
méglichster Mitberiicksichtigung des Alters und Geschlechts auf die 
vorher angegebene Weise untersucht und die gefundenen Werte mit- 
einander verglichen. 

Das fiir die Versuche verwendete Blut von Meerestieren wurde in 
liebenswirdiger Weise vom _ italienisch-deutschen Institut fiir Meeres 
biologie in Rovigno, das Blut von Petromyzon fluviatilis vom Institut fiir 
Fischforschung in Drottningholm zur Verfiigung gestellt. Das Blut von 
diesen Tieren wurde mdglichst steril abgenommen, tiber Nacht im Eiskasten 
stehengelassen, dann 15 Minuten bei 2500 Touren zentrifugiert und in ver- 
schlossenen Ampullen umgehendst zugesandt. Den Instituten und Herrn 
Dr. Kramer (Rovigno) und Herrn Dr. Nybelin (Drottningholm) sei auch an 
dieser Stelle fiir ihre Bemiihungen bestens gedankt. 


I. Invertebrata (Wirbellose ). 
A. Coelenterata. 

Von den Coelenteraten wurde die Gastrocoelfliissigkeit der Ane- 
monia sulcata vom Stamm der Cnidaria (Nesseltiere) untersucht. 

Die Entnahme der Fliissigkeit geschah in folgender Weise: Die Anemonia 
wurde abgelést, mit der Pinzette an der Mundéffnung gefaBt, schnell mit 
FlieBpapier abgetrocknet, dann mit der Mund6éffnung nach unten iiber einen 
Trichter gehalten, der in das Zentrifugierr6hrchen miindete. Die Fliissigkeit 
entwich dann durch Mund und Tentakelspitzen. In einigen Fallen wurden 
auch die Tentakel angeschnitten. Die K6rperfliissigkeit der Coelenteraten 
besteht hauptsichlich aus Seewasser und ist nach Williams (32) zugleich 
Chymus, Chylus und Blut. Die gewonnenen Werte sind deshalb den bei 
wirklichem Blut anderer Tiere erhaltenen nicht ohne weiteres vergleichbar. 
Nach Bottazzi (32) fehlen chemische Untersuchungen der Koérperfliissigkeit 
der Coelenteraten. 

Fiir die Zucker- und Stickstoffbestimmung wurden je 0,5 bis 1,0 cem 
der Korperfliissigkeit mit dem vierfachen Volumen absoluten Alkohols 
langere Zeit stehengelassen. Nach Abzentrifugieren wurde der geringe 
Niederschlag mit frischem Alkohol aufgekocht und zentrifugiert. Da im 
Vorversuch die auf diese Weise hergestellten geringen Niederschlige bei 
Behandlung mit Natriumsulfat und Essigsiure zum GroBteil wieder in 
Lésung gingen, wurde bei den Coelenteraten sowie bei einigen anderen 
niederen Tieren von der Behandlung mit Natriumsulfatlésung abgesehen. 
Diese Abanderung ist jeweils vermerkt. Der mit Alkohol gefallte Nieder- 
schlag gab deutlich positive .Molisch-Reaktion. 


Die bei den auf diese Weise dargestellten Niederschlagen ermittelten 
Kohlenhydrat- und Stickstoffwerte sind in Tabelle I vereinigt. 


Tabelle I. Anemonia sulcata (5 Exemplare). 





Minimal- 


Bestimmung and Mastinalwert Mittel wert 
REI nS Spa Rh ain ae inthis: cs 45 — 8,9 mg-% 7,6 mg-% 
Piweipsuckér......4.4.. : 10,4 —13,0 , 11,4 
Kohlenhydratindex .... . eet 0,47— 0,83 0,68 
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Von einer Berechnung der Menge und des Kohlenhydratgehalts der 
Kiweibkérper wurde hier abgesehen, da die Niederschlage nicht ein 
deutig nur aus nativem Eiwei®B bestehen und man den Stickstoffgehalt 
der EiweiBkérper bei den Coelenteraten nicht kennt. 

Die Untersuchung der Gastrocoelfliissigkeit der Anemonen ergab 
in allen Fallen einen wenn auch sehr geringen Gehalt an N-haltigen 
Produkten mit grobem Kohlenhydratgehalt, so daB auf 1g Kohlen 
hydrat O41 bis 0,83 g N (Kohlenhydratindex) entfallen. 


B. Echinodermata (Stachelhauter). 

Die Echinodermata besitzen dreierlei Kérperfliissigkeiten, und zwa1 
den Fliissigkeitsinhalt des WassergefaBsystems, des BlutgefaBsystems 
im eigentlichen Sinne und die Somatocoel- oder Coelomfliissigkeit. 
ir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde die klare Somatocoel- 
fliissigkeit von Strongylocentrotus lividus (Seeigel) verwendet. Infolge 
der Kleinheit des Systems war es leider unméglich, die Ambulacral- 
fliissigkeit zu erhalten. Die Seeigel wurden aufgebrochen und die 
Fliissigkeit mit der Pipette abgenommen. Es wurden auch hier fiir 
jede Bestimmung 0,5 bis 5,0 cem der Fliissigkeit und 1 Tropfen 20 %iger 
Essigsiure mit der vierfachen Menge absolutem Alkchol versetzt, auf- 
gekocht und nach langerem Stehen zentrifugiert. Der geringe Nieder- 
schlag wurde noch einmal mit Alkohol aufgekocht, zentrifugiert und 
dann fiir die Bestimmung verwendet. Von der Behandlung mit Natrium- 
sulfat und Essigsaure wurde auch hier abgesehen, da dabei der GroBteil 
des an sich geringen Niederschlags in Lésung geht. Der Niederschlag 
zeigte deutlich positive Molisch-Reaktion. Die Stickstoffbestimmungen 
im Niederschlag waren bei der qualitativen Bestimmung positiv (nach 
Kjeldahlisieren mit Nesslers Reagens), die quantitative Stickstoff- 
bestimmung ergab Werte, die innerhalb der Fehlergrenze der Methode 
lagen (bis 0,05 ccm n/100 Thiosulfat je Bestimmung), so daB von der 
Angabe der Stickstoffwerte abgesehen werden muBte. Dieser minimale 
Stickstoffgehalt ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von 
Williams (32), der im Plasma der Seeigel nur eine ganz geringe Menge 
KiweiBkérper finden konnte. Der Kohlenhydratgehalt der alkoholischen 
Niederschlige von vier verschiedenen Exemplaren betrug von 5,8 bis 
6,7 mg-°%, im Mittel 6,2 mg-°4, war also sehr gering. Da aber die Menge 
des Niederschlags an sich sehr gering war und keine gr6Beren Mengen zur 
Verfiigung standen, kann aus diesen Befunden nur der SchluB gezogen 
werden, daB auch diese EKiweiBkérper sehr kohlenhydratreich sind. Der 
einmal in einer groBeren Menge (10 ccm) bestimmte Kohlenhydratindex 
war 1,21. 


C. Mollusea (Weichtiere). 

Der Entwicklungsgrad des Kreislaufsystems bei den Mollusken ist 
sehr verschieden. Wahrend bei einzelnen Vertretern neben dem Herzen 
ein GefaBsystem nur wenig entwickelt ist, erreicht es bei den Cephalopoden 
den Zustand eines fast vollstaindig geschlossenen Systems (Arterie, Vene). 
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Durch Untersuchungen des letzten Jahrzehnts ist nach Quagliariello (33) 
die Streitfrage, ob bei den im Wasser lebenden Mollusken direkte Ver 
bindungen zwischen dem Blut und der AuBentliissigkeit vorhanden sind, 
eindeutig im negativen Sinn entschieden worden. Ebenso verschieden wie 
das GefaBsystem ist die Zusammensetzung des Blutes der Mollusken. Det 
Gehalt an EiweiSkérpern schwankt zwischen 0,1 und 10,0°,. Auch die 
Natur der EiweiSk6érper ist verschieden, doch scheint es, daB sie alle auf 
den Typus der Globuline zuriickzufiihren sind. Die Proteine bestehen bei 
den meisten Mollusken aus dem kupferhaltigen Hamocyanin, doch sind bei 
manchen Himoglobin oder farblose Proteine vorhanden. Im Eiwei® lie’ 
sich nach Quagliariello trotz positivem Ausfall der Wolisch-Reaktion 
in dem mit 20% Kalilauge gekochten Hamocyanin kein Zucker isolieren. 
3eim Polyp konnte Randoin (28) und bei der Weinbergschnecke Morel (34) 
nach Siurehydrolyse eine Zunahme des hydrolysierbaren Zuckers nach- 
weisen. 

Untersucht wurde von den Gastropoden die Helix pomatia (Weinberg- 
schnecke), von den Lamellibranchiata die Anadonta mutabilis (Teichmuschel) 
und Pinna nobilis (Steckmuschel), von den Cephalopoda die Sepia officinalis 
(Tintenfisch). Bei Helix pomatia und Sepia officinalis wurden die Be 
stimmungen, wie in der Methodik angegeben, mit 0,1 cem Serum durch 
gefiihrt. Bei Anadonta mutabilis und Pinna nobilis muBten wegen des 
geringen EiweiBgehalts ihres Serums je | bis 2 cem des klaren Serums mit 
einigen Tropfen Essigsiture und der vierfachen Menge Alkohol gefallt und 
weiter wie iiblich verarbeitet werden. Die Gewinnung des Blutes der Helix 
pomatia erfolgte nach Harless (35) durch Ausschneiden eines Fensters in det 
Schale und Herzpunktion. Vor der Blutentnahme wurden die Schnecken 
48 Stunden niichtern gehalten. Bei Anadonta mutabilis wurden die Schalen 
des Tieres mit einer Messerklinge, dann mit einem Holzspatel auseinander 
gehalten und das anhaftende Wasser sorgfaltig mit Filtrierpapier abgewischt. 
Das Blut wurde dann entweder durch Anschneiden der lamellenartigen 
Respirationsorgane [Witting (35)], in den meisten Fallen aber dureh An- 
stechen des Mantels bei kontrahiertem Fu entleert und in aufgestellten 
Reagensglisern aufgefangen [Cwenot (35)]. Bei Pinna nobilis wurde das 
Blut gesondert aus FuB und Herzen entnommen. Da die Blutgewinnung 
aus dem ungemein zarten Herzen und Aortenstamm nicht mit einer Kaniile 
durehgefiihrt werden konnte, wurde der Herzbeutel angestochen und die 
Pipettenspitze durch ein eingetauchtes Kérbchen aus Drahtnetz festgehalten. 
Bei der Entnahme aus dem Fu wurde dieser abgebunden, abgeschnitten, 
iiber einem Zentrifugenréhrchen angestochen und auslaufen gelassen. Die 
Sepia wurde aufprapariert, der Eingeweidesack angestochen und die aus- 
tropfende Fliissigkeit in einem Zentrifugenréhrchen aufgefangen. 

Die bei Helix pomatia, Anadonta mutabilis, Pinna nobilis und 
Sepia officinalis gefundenen Werte unter Angabe der Zahl der ver- 
wendeten Tiere sind in der Tabelle II vereinigt. 

Entsprechend dem vollkommen abweichenden Bau des Blut- 
gefaBsystems und den Unterschieden in der Entwicklung von den 
iibrigen untersuchten Mollusken zeigen Anadonta mutabilis und Pinna 
nobilis, unabhingig vom Medium, in dem sie leben (SiiB-, Seewasser), 
einen sehr niedrigen EiweiBgehalt, der bei Anadonta mutabilis zwischen 
40 und 96 mg-%, bei Pinna nobilis zwischen 20 und 40 mg-°, schwankt. 
Bei Helix pomatia steigt der EiweiBgehalt auf 1,26 bis 2.4%, bei Sepia, 
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welche ein reich entwickeltes Arterien- und Venensystem mit eigene1 
Wainden besitzt (das durch ein echtes Kapillarsystem verbunden ist) 
steigt der EiweiBgehalt auf 4,4 bis 5,9 %. Ein umgekehrtes Verhiltni- 
zeigt der Kohlenhydratgehalt des Blutes, bezogen auf EiweiB. Der 
Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper, der bei den Lamellibranchien 
zwischen 10 bis 20° schwankt, sinkt bei Helix pomatia auf 5 bis 
9%, bei Sepia officinalis auf 2,3 bis 3,7°%. Entsprechend diesen 
Werten sind bei Sepia die héchsten, bei den Lamellibranchiern die 
niedrigsten Kohlenhydratindizes zu beobachten. 


Tabelle Il. Mollusca (Weichtiere). 





Maximal- 


LX) Mittelwe 
und Minimalwert Mittelwert 


Bestimmung 


a) Anadonta mutabilis, 6 Exemplare. 


N-Gehalt . 0,0068— 0,0145°, 0,0119 °,, 
Kiweibgehalt 0,0425— 0,0908 % 0,0744 °,, 
Pnmeaxierer:, Shs Sy aS 99 14,5 meg-% 12,6 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der Kiweibkorper 68 — 212 % 17,20 % 
Kohlenhydratindex : 0,69 — 1,16 0,93 


h) Pinna nobilis, 5 Exemplare. 


N-Gehalt 1 Fub 0,0034— 09,0062 °, 0,0043 % 
2 Herz 0,0037— 0,0053 °,, 0,0046 °,, 
Kiweibgehalt 1 Fub 0,0213— 0,038 % 0,0269 ©, 
2 Herz + 0,0231— 0,0359 % 0,0289 °,, 
Kiweibzucker 1 Fub 23 — 63 mg-% 38 mg-%% 
2 Herz 3,4 5,3 4,0 


Kohlenhydratgehalt der Ki- { 1 Fub 


10,00 — 15,90 °%, 


1468 °. 


weibkérper | 2 Herz 14,70 — 17,10 °%, 416. % 
hKohlenhydratindex . 1 Fub 0,98 — 1,17 1,09 
2Herz 0,93 — 1,30 1.15 


c) Helix pomatia, 11 Kxemplare. 


N-Gehalt . 0,201 — 0,874 % 0,308 °, 
KiweiBgehalt . 1,260 — 2,348 % Loot -% 
Kiweibzucker . EL iE ie ER ae 95 —158 mg-°%% 131 mg-",, 
Kohlenhydratgehalt der KiweiBkérper 500 — 940 % 6,80 % 
Kohlenhydratindex 1,61 — 3,06 2,38 


d) Sepia officinalis, 4 Exemplare. 


N-Gehalt . 0,710 — 0,940 % 0,776 % 
Kiweiligehalt 4439 — 5880 % 4,978 % 
Kiweibzucker . Fic wilh spate . 108 —183 mg-°,, 152 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der Kiweibkorper 2,34 — 369 % 295 % 
Kohlenhydratindex Sa 4,32 6,82 5,43 


Die Untersuchung der Vertreter verschiedener Ordnung der Mollus- 


hen ergab bei den im System tiefer stehenden einen niedrigen EiweiB- 
gehalt und Kohlenhydratindex bei hohem Kohlenhydratgehalt der 
SerumeiweiBkérper; bei den im System héher stehenden ist das um- 
yekehrte Verhalten zu beobachten, so dai bei der phylogenetisch 
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beziiglich des Blutkreislaufs am héchsten stehenden Sepia officinalis 
der héchste EiweiBgehalt und Kohlenhydratindex bei niedrigem Kohlen- 
hydratgehalt der EiweiBkérper vorhanden ist. Die gleiche Erscheinung 
konnte auch spiater bei verschiedenen anderen Tierklassen festgestellt 
werden. 

Die Untersuchungen zeigten auch, daB die bloBe Bestimmung des 
KiweiBzuckers bei verschiedenen Tierarten ohne Mitberiicksichtigung 
des EKiweiBgehalts nur geringen Wert besitzt. 


D. Crustacea (Krebse). 


Von den Crustacecen wurden zwei Vertreter der Ordnung Mala- 
costraca untersucht, und zwar der im SiiBwasser lebende Astacus 
fluviatilis (FluBkrebs) und die im Mittelmeer lebende Friphia 
spinifrons. 

Bei beiden Tierarten wurde das Blut nach Wharton Jones (32) oder 
Witting (35) entnommen: Es wurde die letzte Extremitit oder die Gelenk- 
haut zwischen Cephalothorax und Abdomen durchschnitten und das aus der 
Wunde tropfende Blut in einem Reagensglas aufgefangen. Das Blut wurde 
iiber Nacht im Eiskasten stehengelassen, das entstandene Fibrin durch 
langes Schlagen mit einem Glasstab vom restlichen Serum getrennt und das 
Serum abzentrifugiert. Die bisherigen Untersuchungen des EiweiBgehalts 
des Crustaceenblutes ergaben einen verhaltnismaBig hohen EiweiBgehalt 
zwischen 3 und 5,5°,. Die Eiwei8kérper der Malacostraca bestehen nach 
Hein (32) nach Entfernung des Fibrins hauptsiachlich aus Albumin. 


Die bei acht Exemplaren von Astacus fluviatilis und bei sechs 
Exemplaren von Eriphia spinifrons gefundenen Werte sind in Tabelle I] 


zusammengefaBt. 


Tabelle II]. Crustaceen (Krebse). 





Maximal- 


: Mittelwer 
und Minimal wert Mittelwert 


Bestimmung 


a) Astacus fluviatilis (FluBkrebs), 8 Exemplare. 


PESIMED he fa ore Os ee eee Me 0,497— 1,109 % 0,751 % 
KiweiBgehalt ...... peal ach malate fy 3,380— 6,322 °,, 4,552 % 
RiweiBzacker. ...... Wrattels 18,0 44.0 mg-° 27,0 mg-° 
Kohlenhydratgehalt der EKiweibkorper 0,44 0,69 % 0,58 % 
Kohlenhydratindex — . cos ee ee « 1 OS —oR 28.70 


b) Eriphia spinifrons, 6 Kxemplare. 


Pewee ne Gar eS ey eh Fee 0,966— 1,821 % 1,149 %, 
SROUREETG 5 See ee Se ee 6,037— 8,858 % 7,382 °/ 
Ri og Ste ee eles 17,0 —30.5 mg-*, | 23,6 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der HKiweibkorper 0,19 — 0,39 % 0,31 % 
Kohlenhydratindex ......... 939,92 —77,71 51.69 


Biochemische Zeitschrift Band 289. Pa 
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Bei diesen wie auch bei anderen Tieren wurde auch das Geschlecht de: 
Versuchstiere beriicksichtigt. Da in keinem dieser Versuche ein EinfluB des 
Geschlechts vorhanden war, wurde von der gesonderten Angabe des 
Geschlechts abgesehen. 

Die Untersuchungen ergaben iibereinstimmend mit den anderen 
Autoren bei Astacus fluviatilis einen EiweiBgehalt von 3 bis 6%, bei 
Kriphia spinifrons 6 bis 8°. Auffallend ist der besonders niedrige 
Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBkérper. Auch die Moliseh 
Reaktion an einer gréBeren Menge isolierter EKiweiBkérper ausgefiihrt, 
ist schwach, aber immerhin deutlich positiv. Infolge dieses geringen 
Kohlenhydratgehalts bei hohem EiweiBgehalt ist der Kohlenhydrat 
gehalt der SerumeiweiBkérper sehr gering, und zwar schwankt er zwischen 
0.44 bis 0,69°, bei Astacus fluviatilis und 0,19 bis 0,39°%, bei Eriphia 
spinifrons. Der Kohlenhydratindex ist 23,2 bis 39,0 (28,7) bei Astacus 
fluviatilis, bei Eriphia spinifrons sogar 39,9 bis 77,7 (51,7). Es sei hier 
vorweggenommen, das bei keinem der anderen untersuchten Tiere ein 
nur annihernd so niedriger Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBkérper 
gefunden wurde. Inwieweit dieser niedrige Gehalt an Kohlenhydraten 
mit einem eventuell héheren Glucosamingehalt zusammenhangt, lief 
sich nicht nachweisen, da, wie schon vorher erwahnt, in Kiweibhydro- 
lvsaten die Methode von Zuckerkandl und Messiner-Klebermass nicht 
brauchbar ist. Fir die eventuelle Isolierung und Identifizierung des 
Glucosamins nach Hydrolyse waren, abgesehen von der Kompliziertheit 
der Methodik, weitaus gréBere Serummengen erforderlich als fiir die 
vorliegende Untersuchung tiberhaupt zur Verfiigung standen. 


E. Tracheata. 
Von den Tracheaten wurde die Hamolymphe der Raupe von 
Hybernia defoliaria (Frostspanner) untersucht. 


Der Eiwei®gehalt des Insektenblutes ist verhaltnismaBig hoch und wird 
von Cuenot (32) auf etwa 10°, geschitzt. Eine eingehendere Untersuchung 
iiber die chemische Natur der EiweiBkérper ist nicht vorhanden. Im all 
gemeinen schlieBt man nach Landois (32) auf Grund ihrer Unléslichkeit in 
Aqua destillata, daB sie hauptséchlich aus Globulin bestehen. 

Fiir die Untersuchung wurde aus viermal je 30 Exemplaren, nachdem 
die Raupen mit Hilfe zweier Gummiringe auf ein Brett gespannt waren, 
nach vorsichtigem seitlichem Anschneiden der Riickenhaut durch Aufsaugen 
mit einer feinen Kapillare insgesamt viermal je 0,8 bis 1,0 cem einer nach 
Zentrifugieren vollkommen klaren, griinlichen Fliissigkeit gewonnen. 
Durch die Behandlung und das Kochen mit Alkohol wurde der aus Chloro 
phyll bestehende griine Farbstoff vollstaéndig von den Eiwei®k6rpern ge- 
trennt, so daB sie reinweiB wurden. Die Tiere wurden in der ersten Juni- 
woche gesammelt und sofort verarbeitet. Die gefundenen Werte sind in der 
Tabelle [V zusammengefabt. 


Die Untersuchungen ergaben einen zwischen 5,46 und 6,35°% 
liegenden Eiweibgehalt und einen hohen EiweiBzucker. Der Kohlen- 
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Tabelle IV. Raupen von Hybernia defoliaria. 





Bestimmung und oo Mittel wert 
PE ey 2k oy ee fh 0,902 1,015 %% 0,938 ©, 
Wiweiironalt . wo a ka aS 5,640 6,347 % 5,865 °,, 
Biweifzucker. ........... |28¢40 —833,38 mg-°, 294,8 mg-%, 
Kohlenhydratgehalt der Eiweibkorper . 4,92 5,76 % 4,62 % 
Ronlonhyaretindex . 2... 5 2 ws 3,29 — 3,77 3,46 


hydratgehalt der Eiweibkérper schwankte von 4,92 bis 5,76°,, der 
KI. von 3,29 bis 3,77. 


F. Tunicata (Manteltiere). 


Von den Tunicaten wurde die Phalusia mamillata untersucht. Den 
Tieren wurde 3 Tage nachdem sie gefangen wurden der Mantel vorsichtig 
aufgeschnitten, der Weichkérper méglichst unversehrt herausgehoben und 
mit FlieBpapier abgetrocknet. Die Leibeshéhlenfliissigkeit fangt dann an ohne 
weiteres zu flieBen, jedoch wurde das Herz noch an verschiedenen Stellen 
angeschnitten, was den Vorgang beschleunigte. Die gefundenen Werte sind 
in der Tabelle V_ vereinigt. 


Tabelle V. Phalusia mamillata (5 Exemplare). 





Maximal- 


Bestimmung wad: Mintonabwert Mittelwert 
| ae ee ae ee 0,0140—- 0,0252 °,, 0.0192 °% 
Kiweibgehalt . . . . a eee ke 0,9875— 0.1575 % 0.1100 %, 
Kiweifzucker . . ee Lae Se ae 8,2 —12.5 mg-% 10.2 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der Kiweibkorper . 6,00 961 % 8,39 % 
Kohlenhydratindex ......... 1,68 2,28 1,91 


Die Versuche ergaben einen niedrigen EiweiBgehalt (87 bis 
157 mg-°%%) bei verhaltnismaBig hohem Kohlenhydratgehalt (6,0. bis 
9.0%). Der KI. schwankte um 1,91. 


Der niedrige EiweiBgehalt war bei allen Untersuchungen mit einem 
hohen Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBk6rper vergesellschaftet. 


Il. Vertebrata (Wirbeltiere). 


Uber die Zusammensetzung des Blutes der Vertrebraten, besonders 
des SerumeiweiBgehaltes, sind zahlreiche Untersuchungen vorhanden. 
(Siehe Zusammenfassung in Winterstein, Bd.la, und Bethe-Embden, 
Handbuch der Physiologie.) Die meisten dieser Untersuchungen sind 
refraktometrisch durchgefiihrt worden. Die mit den durch ihre Eimfach- 
heit verlockenden refraktometrischen Methoden vorgenommenen Be- 
stimmungen sind abzulehnen, da die Refraktionswerte auch durch 
andere Serumbestandteile, so z. B. durch Lipoide, beeinfluBt werden 


95* 
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Neben der allgemeinen Bestimmung der SerumeiweiBkérper wurde 
vielfach auch das Albumin-Globulinverhaltnis im Serum verschiedener 
Tierarten bestimmt. Untersuchungen iiber den Gehalt der Serum- 
eiweiBkorper an Aminosauren sind hauptsachlich bei Mammalia (Sauge- 
tieren) durchgefiihrt worden. Die Zunahme der reduzierenden Sub- 
stanzen nach Saurehydrolyse ist, abgesehen von den zahlreichen Angaben 
beim Menschen und bei einzelnen Mammalia (Kaninchen, Pferd, Rind), 
auch bei Huhn, Taube, Schildkréte, Kréte, Hai, Aal und Seeskorpion 
bestimmt worden (vgl. Grevenstuk, |.c.). Bei anderen als den hier 
angefiihrten Tieren waren in der Literatur keine einschlagigen Angaben 
zu finden. Uber die chemische Zusammensetzung des Kohlenhydrat- 
komplexes im Eiweif des Saugetierblutes haben, wie schon in der 
Kinleitung erwahnt, die Untersuchungen der letzten Jahre Klarheit 
gebracht, und zwar handelt es sich hier um einen Mannose-Galaktose- 
Glucosaminkomplex. Wahrscheinlich ist im Blute der Fische, Reptilien 
und Amphibien die gleiche Kehlenhydratverbindung vorhanden, da ja 
die Sera aller Wirbeltiere beziiglich der chemischen Zusammensetzung 
der Eiwei&kérper untereinander keine zu groBen Differenzen aufweisen. 
Dafiir spricht auch, da die chemische Untersuchung der Gewebs- 
kohlenhydrate der Amphibien die gleichen Kohlenhydrate ergab, wie 
sie im SerumeiweiB der Mammalia nachgewiesen wurden. So fanden z. B. 
Schulz und Becker (36) bei der Untersuchung des Gewebes der Eiweib- 
driise von Rana esculenta nach Saéurehydrolyse des Organs u. a. Galak- 
tose und Glucosamin. Die Untersuchung des Kohlenhydratgehalts 
der SerumeiweiBkérper verschiedener Tierklassen wurde nach Tunlich- 
keit an mehreren Vertretern derselben Ordnung vorgenommen. 


A. Cyclostomata (Rundmiauler). 


. Untersucht wurde Serum von 4 Exemplaren Petromyzon fluviatilis 
(FluBneunauge, Schweden). Bei den Versuchen konnte das durch Herz- 
punktion gewonnene Blut nicht verwendet werden, da es stark himolytisch 
war. Das verarbeitete Serum wurde vielmehr folgendermaBen erhalten: 
Die Haut des Schwanzes wurde mit Alkohol abgewaschen, leicht abgebrannt, 
der Sehwanz mit einer sterilen Schere durchschnitten und das heraus- 
rinnende Blut in einem Reagensglas aufgefangen. Die bei den Petromyzonten 
erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle VI verzeichnet. 


Tabelle VI. Petromyzon fluviatilis (FluBneunauge). 





Bestimmung und se Mittelwert 
N-Gehalt tg 0,352— 0,389 % 0,370 % 
EiweiBgehalt ....... 2,200— 2,421 % 2,309 % 
Kiweibzucker . on leg hears Sits 75,0 —114,0 mg-% 118 mg-°, 
Kohlenhydratgehalt der KiweiBkorper . 3,41 — 7,06 % 4,63 % 
Kohlenhydratindex Paley ees 2,26 — 4,69 3,46 
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Die Untersuchungen ergaben bei einem verhaltnismabig niedrigen 
SerumeiweiBgehalt (2,20 bis 2.42%) einen Kohlenhydratgehalt det 
KiweiBkérper, der im Vergleich zu den anderen Wirbeltieren verhaltnis- 
maBig hoch war (4,63°%). Dementsprechend war der KI. 2,55 bis 4,69 
(3,46). 

B. Pisces (Fische). 

Von den Pisces wurden als Vertreter der Klasmobranchii (Knorpel- 
fische) Scylliorhinus canicula (Katzenhai), als Vertreter der Teleostomi 
(Knochenfische) Cyprinus carpio (Karpfen), Barbus fluviatilis (Barbe) 
und Alburnus lucidus (Laube) untersucht. Die Blutentnahme erfolgte 
bei Scylliorhinus aus dem aufsteigenden Aortenstamm mit Hilfe eine: 
Kaniile. Bei den tibrigen Fischen wurde der Schwanz nach Entfernen 
der Schuppen mit Alkohol abgewaschen, mit einer sterilen Schere 


Tabelle VII. Scylliorhinus canicula (Katzenhai), 5 Exemplare. 





Maximal- 


Bestimmung and Minimalwert Mittel wert 
pment se fa OS me es re hs 0,183 0,553 % 0,342 % 
KiweiBgehalt . ....... hake 9 1,143 2,828 o. 2.198 ©. 
Kiweibzucker . . ; 210,0 333,09 mg-% 270,90 mg-°, 
Koblenhydratgehalt der E iwei bkOrper ; 10,93 18,38 % 12.70 © 
Kohlenhydratindex ......... 0,87 1,46 1,26 


Tabelle VILL. Teleostomi (Knochenfische). 





Maximal- 


oon 8 Mitte » 
und Minimalwert littelwert 


Bestimmung 


a) Cyprinus carpio (Karpfen), 6 Exemplare. 


yO ae eae Sienna eco eee 0,312— 0,560 ° 0418 % 
CALCOT | i i aaa ren aes le 1,950 3,435 °, 2,597 % 
Kiweibzucker . . . ; ; 104.4 165.0 mg-",, 129.0 mg-°,, 
Kohlenhydratgehalt der KiweiBkorper 3,87 — 6,41 % 457 % 
Kohlenhydratindex . . . ieee 2,57 4,31 3,50 


b) Barbus fluviatilis (Barbe), 5 Exemplare. 


i a ar ; Le 0,557 0,639 °, 0,579 % 
BOMOMIOES 5. ck ck oh ee 3,486— 3,994 °,, 3,688 ©, 
KiweiBzucker. . . . 134.0 198,0 mg-° 168 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der HiweiBkorper : 3,35 5,66 °%,, 4,56 % 
Kohlenhydratindex ...... a 2,81 4.77 3,52 


Alburnus lucidus (Laube), 6 Exemplare. 


| SE ML oa - 0,561 0,906 © 0.704 © 
KiweiBgehalt ...... Deh Nie Dents 3,160— 5,668 % 4,387 °% 
Eiweibzucker . . 7 106,0 —154,0 mg-° 134,0 mg-° 
Kohlenhydratgehalt der KE iweiBkorper ‘ 2,52 4,42 0 3,05 °% 


Kohlenhydratindex ......... 3,64 6,34 5,24 
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durchschnitten und das heraustropfende Blut in einem Reagensglaschen 
aufgefangen. Die Untersuchungsergebnisse von fiinf Exemplaren von 
Katzenhai sind in der Tabelle VII, die der Knochenfische in der Ta- 
belle VIII zusammengefaBt. 

Die Versuche ergaben bei Cyprinus carpio, Barbus fluviatilis und 
Alburnus lucidus keine Lbesonderen Differenzen im EiweiBgehalt und im 
Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper. Der Kohlenhydratgehalt der 
EKiweiBkorper schwankte von 3,05 bis 4,57°, (Mittelwerte). Der KI. 
betrug 3,50 bis 5,24 (Mittelwerte). 


Kin von den Teleostomi ganz abweichendes Verhalten zeigte der 
untersuchte Vertreter der Elasmobranchii. Wahrend der EiweiBgehalt 
bei beiden Unterklassen nahezu gleich ist, tritt bei den Elasmobranchii 
ein stark erhéhter Gehalt an Kohlenhydraten im Serumeiweif auf, so 
daB der Kohlenhydratindex 0,87 bis 1,46 (1,26) betragt. Auch hier 
war wie bei den Mollusken in der gleichen Tierklasse bei der héher 
organisierten Tierordnung ein héherer Kohlenhydratindex und niedrigerer 
Kohlenhydratgehalt des EiweifSes* vorhanden. 


C. Amphibia (Lurche). 


Von den Amphibien wurde als Vertreter der Anura (Schwanzlosen) 
Bufo viridis (Wechselkréte) und Rana esculenta (Wasserfrosch) und als 
Vertreter der Urodela (Schwanzlurche) Salamandra maculosa (Feuer- 
salamander) untersucht. 


Ein Teil der Salamandersera wurde Ende Februar, der andere in 
der ersten Juniwoche untersucht, ohne daB sich zwischen den Ergeb- 
nissen der beiden Priifungen merkliche Unterschiede zeigten. Auch 
das Serum der Eier oder Larven tragenden Weibchen verhielt sich nicht 
weséntlich anders. Die Blutentnahme erfolgte bei allen Amphibien 
durch Dekapitation. Es ist allerdings ein Hinzukommen von Lymphe 
nicht zu vermeiden, doch ist die Menge zu gering, um einen ins Gewicht 
fallenden Fehler zu verursachen. Die bei den Amphibien erhaltenen 
Ergebnisse sind in Tabelle IX vereinigt. 


Die Untersuchungen ergaben beziiglich des EiweiBgehalts verhaltnis- 
maBig geringe Unterschiede zwischen den Seren der Vertreter der 
Amphibien. Die héchsten Werte waren bei Bufo viridis, die niedrigsten 
bei Salamandra maculosa zu beobachten. Der Kohlenhydratgehalt der 
SerumeiweiBkérper war bei Bufo viridis (4,48°) und Rana esculenta 
(3,84°%) geringer als bei Salamandra maculosa (6,17%). Der KI. 
schwankte bei Salamandra maculosa zwischen 1,66 und 3,79 (Mittel- 


wert 2,59), bei Bufo viridis zwischen 2,47 und 4,29 (Mittelwert 3,57). 
bei Rana esculenta zwischen 1,97 und 5,81 (Mittelwert 4,32). 











— = mee bw 


et et ee bo 


ind 
im 
dei 


KT. 


der 
alt 
‘hil 

SO 
ier 
her 
rer 


in 
eb- 
ich 
cht 
ien 
he 
cht 
en 


Lis- 
ler 
fen 
ler 
ita 
C1. 
el- 


7), 





KiweiBzucker, EiweiBgehalt und Kohlenhydratindex der Sera usw. 381 


Tabelle LX. Amphibia (Lurche). 





Maximal- 


7 Mittelwert 
und Minimalwert 


Bestimmung 


a) Bufo viridis (Wechselkréte), 6 Exemplare. 


RC ae ae ee mr Oa a ee 0,296— 0,772% 0,547 °, 
CE OS a ae err en ae re 1,851— 4,830, 3,423 °,, 
KiweiBzucker. .......... . 12000 —180.0 mg-% 149,0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der Kiweibkorper 3,73 — 649 % 4,48 % 
Kohlenhydratindex ......... 2,47 4,29 3,57 


b) Rana eseulenta (Wasserfrosch), 5 /xemplare. 


N-Gehalt. . . . ee eee 0,252 0,491 % 0,384 % 
rere ese tele ee ce oe 8 1,576 3,070 % 2.398 % 
Briweiaestieker. . . . . «+ + so « | 640 143.0 mg-°,, 99,0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der EKiweibkorper 2,73 — 815 % 3,84 % 
Kohlenhydratindex ...-...... 1,97 5.81 4,32 


¢) Salamandra maculosa (Feuersalamander), 14 Exemplare. 


Weenies co. ay Stee ee ee 0,210— 0,406 % 0,344 °., 
Ue rns eee pee 1312— 2.537% 2,158 % 
KiweiBzucker. ........ =... /| 74,0 —2260 mg-°, 142.0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der KiweiSkorper 442 — 956 % Olt % 
Kohlenhydratindex ......... 1,66 3,79 2,59 


D. Reptilia (Kriechtiere). 

Von den Reptilien wurden untersucht: Aus der Ordnung der 
Testudinata (Schildkréten) Testudo Graeca (Landschildkréte), aus der 
Ordnung der Squamata Lacerta viridis (Smaragdeidechse), Anguis 
fragilis (Blindschleiche), Vipera ursinii (Spitzkopfotter), Tropidonotus 
natrix (Ringelnatter) und Coluber longissimus (Askulapnatter). Die bei 
diesen Tieren ermittelten Werte sind in der Tabelle X vereinigt. 


Tabelle X. Reptilia (Kriechtiere). 





Maximal- 


: Mittel wer 
und Minimalwert Mittelwert 


Bestimmung 


a) Testudo Graeca (Landschildkréte), 5 Hhxemplare. 


RARE gS Foe ON oa Soe og eso 0.418— 0,700 °,, 0,601 °, 
Maes Se 2,614— 4,378 % 3,762 %, 
BiweiBsucker............{1050 —121,0 mg-% 1140 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der EKiweifkorper 2.58 — 4,63 ° 3,00 % 
Kohlenhydratindex .- ....... 3,45 — 6,25 5,33 


b) Lacerta viridis (Smaragdeidechse), 8 Mxemplare. 


TOMER F504 ee Fig 1928) aed aig var nt i 0,837 % 0,731 % 
ee ee 3,081— 5,235°,, 4,570 ° 
Biwewsuceer®.. . 6 * se tt tt tl 87,0 200.0 mg-% 163.0 meg-% 
Kohlenhydratgehalt der Eiweibkorper 2,82 — 3,82 % 3.41 ° 


Kohlenhydratindex ..-:-......, 4,18 5.66 4.58 
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Maximal- 


und Minimalwert Mittelwert 


Bestimmung 


c) Anguis fragilis (Blindschleiche), 7 Exemplare. 


fet er ec ee rare 0,356— 0,831 % 0,650 °,, 
OS a eee ae os ae 1915— 5197% 4,029 °,, 
MW UDEOREOE 6 cs a sr as . 133,0 —333.0 meg-% 236.0 mg-% 
Kohlenbydratgehalt der Kiweibkorper 490 — 7,87 % 6,40 
Kohlenhydratindex ......... 2,08 — 38,26 2,50 


d) ‘Tropidonotus natrix (Ringelnatter), 8 Exemplare. 


N-Gehalt . . eS Ane Reet ae ere 0,309 0,531 % 0,448 %&, 
Kiweibgehalt ............) 1,982— 38320% 2.798 %, 
Kiweibzucker . . wee ew ww es 11480 —282,0 mg-% |192,.0 mg-%, 
Kohlenhydratgehalt der KiweiBkorper 5,03 — 849 % 687 % 
Koblenhydratindex . . . 6 60. b+ 1,88 — 3,19 2.38 
e) Vipera ursinii (Spitzkopfotter), 3 Exemplare. 

Me@ebek ok sca ewe een t i 68% 0,766 % 
RUPRRRIG 33h cw ep vv ae hw wes 4,987— 5,477 °, 5,256 °,, 
EiweiBzucker. . ....... =...  218,0. —246,0 mg-% 2210 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der HKiweibkérper 3,72 4,64 % 453 % 
Kohlenhydratindex . ... «6s ss « 2,55 — 4,29 3,53 


f) Coluber longissimus (Asculapnatter), 2 Exemplare. 


PCN 5 cs ay nepal 0,.747— 0,790 °, 0,768 ©, 
CREE 5 ms 5 a eos a er ee 4.669— 4,937 % 4,803 
KiweiBzucker. ......... . . 2790 —325,0 mg-% 302.0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der EKiweibkorper 5,97 — 6,58 % 6,30 % 
Kohlenhydratindex .........°* 243 — 2,67 2,5 


Ks wurde auch hier das Geschlecht der einzelnen Tiere beriicksichtigt., 
doch waren keine Differenzen vorhanden. Die Blutgewinnung erfolgte 
nach Dekapitation. 

Die Bestimmungen ergaben bei allen untersuchten Reptilien mit 
Ausnahme der Ringelnatter beziiglich des EiweiBgehalts im Serum 
nur ,wenig unterschiedliche Werte. Der EiweiBgehalt schwankt bei 
Testudo Graeca zwischen 2,61 und 4,38 (Mittelwert 3,76), bei Lacerta 
viridis zwischen 3,08 und 5,24 (Mittelwert 4,57), bei Anguis fragilis 
zwischen 1,92 und 5,20 (Mittelwert 4,03), bei Coluber longissimus 
zwischen 4,67 und 4,94 (Mittelwert 4,80), bei Vipera ursinii zwischen 
4.99 und 5,40 (Mittelwert 5,26), bei Tropidonotus natrix zwischen 1,93 
und 3,32 (Mittelwert 2,80). Der Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper 
weist groBe Schwankungen auf. Die héchsten Werte sind bei Anguis 
fragilis, Tropidonotus natrix und Coluber longissimus, die niedrigsten 
bei Lacerta viridis und Testudo Graeca vorhanden. Die niedrigsten 
KI. weisen die Ophidia und Anguis auf — sie sind untereinander nahezu 
gleich —, geringere Werte Lacerta, die niedrigsten Testudo. Bei Ophidia 
und Anguis betrigt der KI. 1,88 bis 4,29 (Mittelwert 2,74), bei Lacerta 
1,20 bis 5,66 (Mittelwert 4,58), bei Testudo 3,45 bis 6,25 (Mittelwert 5,33). 

Auffallend ist, da8 der Kohlenhydratindex von Anguis fragilis 
(Blindschleiche) dem der Ophidia (Schlangen) naher steht als dem von 
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Lacerta viridis (Eidechsen). Auf die Verwandtschaft des Blutes bei 
Anguis fragilis und Ophidia weist auch der Befund von Griinberg (37) 
hin, der fand, daB die Leukocyten der Blindschleichen denen der 
Schlangen naherstehen als denen der Eidechsen. 

Ein EinfluB des Geschlechts auf die Menge der Kohlenhydrate in 
den Serumeiwei&Bkérpern konnte nicht festgestellt werden. 


E. Aves (Végel). 

Von der Klasse der Aves wurden untersucht: Vertreter der Ordnung 
Gallinacei (Hiihnervégel), Columbae (Tauben), der Lamellirostres 
(Siebschniibler), Anser (Gans) und Anas (Ente) und Passeres (Sperlinge). 

Die Blutentnahme erfolgte entweder durch Offnen von Carotis 
und Jugularis oder aus der Fliigelvene. Die ermittelten Werte sind in 
der Tabelle XI zusammengefaBt. 


Tabelle XI. Aves (V6gell). 





Maximal- 


“cg Mittel wert 
und Minimalwert ittel we 


Bestimmung 


a) Gallus (Haushuhn), 12 Exemplare. 


eC es a ete Po eres pe 0,382— 0,801 % 0,485 °% 
Kiweibgehalt . . ; gp ue te ee, ares 2,392— 5,008 °,, 3,182 % 
Baweipeugker.....s..«« « « « + -e>» |SIGO 220.0 meg-% 138,0 mg-°, 
Kohlenhydratgehalt der KiweiBkorper 2.89 462 % 4,43 °°, 


Kohlenhydratindex 2,82 — 5,56 3,61 


b) Columba (Taube), 5 Exemplare. 


PR EMRR RTS 5m Cen, p36 ie atari Shrines 0,134 0,235 % 0,165 %, 
KiweiBgehalt. ...... ee. 0,840— 1,470% 1,040 % 
Mu@Grnevene? Gos woe sk ei ecg of BD 119.0 mg-% 70,0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der Eiweibkérper 5,05 — 8,22 % 6,67 % 
Kohlenhydratindex ........ 1,88 — 3,19 2,40 
c) Anser (Gans), 6 Exemplare. 
N-Gehalt 0,372 0,578 % 0,482 % 
Kiweibgehalt . EP 43h rg a come nea eh 2,325— 3,614°, 3,005 % 
RiweiBzucker.......... =.=.) 740 — 920 mg-%; 83,0 mg-%, 
Kohlenhydratgehalt der Kiwei$korper 2,54 3,18 % 2,07 % 
Kohlenbydratindex Bel xt +r 5,08 — 6,28 5,78 
d) Anas (Ente), 4 Exemplare. 
i ck a aaah Shs 0,823 0,486 % 0,390 % 
Kiweibgehalt he? tp toe ae ee ee 2,059 3.043 % 2,447 % 
ON SE Pe ere ae 67,0 105.0 mg-% 91,0 mg-®, 
Kohlenhydratgehalt der Kiweibkorper 3,25 465 % 3,67 % 
Kohlenhydratindex : emit is 3,43 — 5,11 4,36 
e) Passer (Sperling), 3 Exemplare. 

MN a aris. CEL te te Seles 0,313 0,545 %, 0,357 °., 
KiweiBgehalt. ..... we oe 1,956— 3,418% 2,235 °%, 
RORMROONOT 5k ce eda eee Tt ES 144.0 mg-°,, 92,0 mg-° 
Kohlenhydratgehalt der Hiweibkorper 367 — 428 ¥% 411i % 


Kohlenhydratindex ......... 3,78 — 4,35 3,89 
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Kin Teil der Hiihner sowie die Tauben und Sperlinge waren Jung- 
tiere. Diese hatten im Durchschnitt einen niedrigeren EiweiBgehalt 
als die erwachsenen Tiere. 

Die Untersuchung ergab starke Schwankungen im Gehalt an 
Serumeiweifi bei den einzelnen Individuen derselben Spezies, z. B. 
Huhn (2,03 bis 5,00) (Mittelwert 3,18). Besonders niedrige Eiweib- 
werte besitzen die Tauben (0,84 bis 1,47, Mittelwert 1,04). Die Menge 
der Kohlenhydrate im EiweiBmolekiil ist im Vergleich zu den Sauge- 
tieren hoch. Diese betragt im Durchschnitt beim Huhn 4,34 %, bei der 
Taube 6,65°%, beim Sperling 4,11°%, bei der Ente 3,71°% und ist am 
niedrigsten bei der Gans 2,76°. Der KI. betraigt beim Huhn 2,82 bis 
5,56 (Mittelwert 3,61), bei der Taube 1,88 bis 3,19 (Mittelwert 2,40), 
bei der Gans 5,03 bis 6,28 (Mittelwert 5,78), bei der Ente 3,43 bis 5,1] 
(Mittelwert 4,36), beim. Sperling 3,53 bis 4,35 (Mittelwert 3,89). Bei 
allen untersuchten Végeln auBer der Gans ist der KI. in seiner GréBen- 
ordnung viel niher dem der Reptilien als dem der Mammalia. 

Die iibliche Zuteilung der Végel zu den Reptilien in die eigene 
Gruppe der Sauropsiden findet auch in den chemischen Befunden 
dieser Arbeit ihre Unterstiitzung. Die Végel zeigen, ahnlich wie die 
Reptilien und abweichend von den Mammalia, starke Schwankungen 
des EiweiBgehalts des Serums zwischen den einzelnen Individuen und 
verhaltnismaBig hohen Kohlenhydratgehalt der Serumeiweibkérper 
(niedriger _Kohlenhydratindex). 


F. Mammalia (Saéugetiere). 

Bei den Mammalia wurde von der Ordnung Rodentia (Nager) 
Lepus cuniculus (Kaninchen), Cavia cobaya (Meerschweinchen), Mus 
musculus (Hausmaus) und Mus rattus (Hausratte), die beiden letzteren 
in ihrer weiBen Spielart, untersucht. Von der Ordnung der Carnivora 
(Raubtiere) Canis familiaris (Haushund), von der Ordnung der Ungulata 
(Huftiere) Equus caballus (Pferd), Sus scrofa domesticus (Hausschwein), 
Bos taurus (Hausrind). Den AbschluB bildeten die Versuche an Homo 
(Mensch). 

Die Blutentnahme bei Lepus cuniculus erfolgte aus der Ohrvene bzw. 
Ohrarterie, das Blut von Mus musculus, Mus rattus und Cavia cobaya war 
Mischblut aus Carotis und Jugularis. Bei der Maus wurde das Blut von 
2 Tieren immer zusammen verarbeitet. Von Canis familiaris wurde das 
Blut mit einer Injektionsnadel aus der Vena femoralis entnommen. Die 
Blute von Equus, Sus und Bos wurden frisch aus dem Schlachthaus 
bezogen und stammt also aus Carotis und Jugularis. Das Blut von Homo 
wurde aus der Vena cephalica entnommen. 


Um zu sehen, ob die SerumeiweiBkérper bei jungen Individuen einen 
anderen Kohlenhydratgehalt als bei Erwachsenen besitzen, wurde bei Bos 
auch das Serum von jungen Individuen getrennt untersucht. 
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Bei Lepus cuniculus, Canis familiaris, Equus caballus und Bos taurus 
findet nach Saurehydrolyse eine Zunahme des Reduktionsvermégens statt. 
In den einzelnen isolierten, gereinigten SerumeiweiBkorpern des Menschen- 
und des Rinderserums ist der Kohlenhydratgehalt von Lustig und Haas und 
B. Lustig bestimmt worden. Beziiglich der Zunahme des Reduktions- 
vermégens nach Saéurehydrolyse beim Menschen sei auf die Monographie 
von Grevenstuk und die Arbeit von Lustig und Langer verwiesen. 

Die bei den Rodentia und Canis familiaris gefundenen Werte sind 
in Tabelle XII, die von Ungulata in Tabelle XIII und von Homo in 
Tabelle XIV _ vereinigt. 

Die Untersuchung beziiglich des EiweiBgehalts ergab bei allen 
untersuchten Mammalia einen EiweiBgehalt von 4 bis 9°. Bei jungen 
Tieren (Kalb) war gegeniiber erwachsenen ein im Durchschnitt niedri- 
gerer EiweiBgehalt vorhanden. Die héchsten Eiweifiwerte wurden beim 
Pferd, die niedrigsten beim Meerschweinchen gefunden. In der ganzen 


Tabelle XII]. Rodentia und Carnivora. 





Minimal- 


: Mittelwert 
und Maximalwert fittelwer 


Bestimmung 


a) Lepus cuniculus (Kaninchen), 20 Kxemplare. 


TERORMIN CT 137s Ct oes aan ene a 0,698— 1,050% 0,872 °, 
PURO 5 oo eig ae 4,362— 6,560 °,, 5,445 %, 
eee ee ee ae eee ee 81,0 —146,0 mg-°®, 109.0 mg-° 
Kohlenhydratgehalt der EKiweibkérper . 143 — 2,74 % 243 % 
Kohlenhydratindex ......... 5,83 — 11,26 8,29 


b) Cavia cobaya (Meerschweinchen), 5 Exemplare. 


WsGomaie. Mas cdices 0,620— 0,688 % 0,663 °, 
IWCIUMONONG (CL a he eee 3,876— 4,305 % 4,144 % 
Kiweibzucker . . ae 97,0 —116.0 mg-% 1060 meg-% 
Kohlenhydratgehalt der E iweibkorper 246 — 269 % 2,54 % 
Kohlenhydratindex .. . : : 5,93 — 6,49 6,29 
c) Mus musculus (Maus), 8 Bestimmungen. 
Pre Sg kta a IS 0,886— 0,938 °,, 0,910 °, 
DEOOMNOMEE Goi ie oe eR 5,540— 5,860°, 5,526 °,, 
Kiweifzucker . . . .  108,0 -153,0 mg-% 128,0 mg-° 
Kohlenhydratgehalt der Riweibkérper : 1,84 - 2,97 % Bar. % 
Kohlenhydratindex . . : 5,93 — 8,68 7,26 
d) Mus rattus (Ratte), 4 Exemplare. 
ee, es eS ee 0,890 1,003 °% 0,924 % 
| i ere er 5,567— 6,270 o. 5,900 % 
Kiweibzucker . . ...  140,0 —168,0 mg-% 153.0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der EiweiSkorper : 2,23 — 289 2,69 % 
Mohionhydratindéx . 2... 0... 5,52 — 7,16 6,07 
e) Canis familiaris (Hund), 8 Exemplare. 

OM 0s gk Re ae ee eae 0,557— 0,959 % 0,774 °,, 
MN is” Se ces ecielie SER Se 3,486— 5,996 %, 4,714 % 
Eiweibzucker . . ; ; 75,0 -208,0 mg-",, 142,0 mg-°,, 
Kohlenhydratgehalt der KiweiSkorper ; 217 — 4,04 °, 8,07 % 


Kohlenhydratindex ea Cheeta ee 5 3,95 — 7,43 5,21 
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Tabelle XLT. Ungulata (Huftiere). 
44 - Minimal- iit 
Bestimmung and Meximatwort Mittelwert 
a) Equus (Pferd), 8 Exemplare. 
N-Gehalt. 2... Nh eh se 1p. 1,002— 1,432 % 1,228 % 
Kiweilbgehalt pried rps etntee cae 6,262— 8,960°, 7,683 % 
Oy a eee eee 132,0 177,00 mg-% 149,90 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der Kiweibkérper 157 — 252 % 1391 % 
6,59 — 10,17 8,36 


Koblenhydratindex 


b) Sus scrofa (Hausschwein), 6 Exemplare. 


N-Gehalt . 


0,998— 1,197°, 


1,083 °,, 


Kiweiligehalt 6,242 7,481 % 6,764 % 
HAWGEDORGKOR o-oo elses) sede 152.0 190,0 mg-% 165,0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der Fiweibkérper 219 — 259 % 2.44 °% 
Kohlenhydratindex 6,18 — 7,35 6,56 


¢,) Bos taurus (Rind), 6 Kxemplare. 


Ci" ee ree ar ee. 0,574 1,071 & 0,802 °,, 
IRR ks) 5 US ee ee 3,591— 6,693 °,, 5,018 °,, 
Kiweibzucker . ee sete Ste 105,0 —178,0 mg-°, 129,00 mg-°,, 
Kohlenhydratgehalt der Kiweibkorper 2,00 S15 % 2,54 9% 
Kohlenhydratindex ...... 5,13 — 7,99 6,30 


¢c,) Bos taurus (Kalb), 6 Exemplare. 


OUP by lO eg Cendant 0,504— 0,655°,, 0,588 °,, 
Eiweibgehalt 8,150— 4,094 % 3,679 °,, 
Kiweibzucker . by oe ee cehonis 720 —106.0 mg-°, 88,0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der Eiweibkorper 176 — 2,92 % 2,36 % 
Kohlenhydratindex 5,48 — 9,10 6,79 


Tabelle XIV. Homo (Mensch), 20 Falle. 





Minimal- 


und Maxtmalwert Mittelwert 


Bestimmung 


‘ 


N-Gehalt . 0,873— 1,144% 1,057 °,, 
Kiweibgehalt 5460— 7,150%, 6,606 % 
ae ee ee ee 117,0 —208.0 mg-% 144,0 mg-% 
Kohlenhydratgehalt der EKiweibkorper 2,93 — 38,08 % 249 % 
Kohlenhydratindex : 5,19 — 7,89 6,41 


Klasse der Mammalia, unabhingig von der Ordnung, der die unter- 
suchten Tiere angehéren, war innerhalb gewisser Grenzen ein gleicher 
Kohlenhydratgehalt (1,9 bis 3,1°,) zu finden. Bei keiner der unter- 
suchten Tierarten war ein héherer EiweifB- und niedrigerer Kohlen- 
hydratgehalt der SerumeiweiBkérper (mit Ausnahme der Crustaceen) 


als bei den Mammalia vorhanden. Der KI. schwankt bei den einzelnen 


Individuen zwischen 5 und 10. Es sind also nach dem EiweiBgehalt des 
Serums und dem Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBkérper (bei 
gesunden Individuen) zwischen den einzelnen Vertretern der Gruppe 
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der Mammalia im Gegensatz zu den anderen Gruppen nur geringe 
Differenzen nachweisbar, was auf Ahnlichkeiten in Funktion und Bau 
der SerumeiweiBbk6érper hinweist. 


Zusammenfassung. 

Es wurde der N- und Kohlenhydratgehalt der isolierten Eiweil3- 
kérper des Serums verschiedener Tierarten bestimmt und der Eiweib- 
zucker (Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper in 100 cem Serum) und 
der Kohlenhydratgehalt des EiweiBes bestimmt. AuBerdem wurde die 
Menge EiweiB-N bestimmt, die auf | Teil im Eiwei vorhandenen 
Kohlenhydrat entfallt. Dieser von uns als Kohlenhydratindex (K1.) 
bezeichnete Wert eignet sich zur Charakterisierung der EiweiBkérper. 
Seine GréBe steht im umgekehrten Verhaltnis zum Koblenhydratgehalt 
des EiweiBes. 

Die Korperfliissigkeiten der Coelenterata und Echinodermata 
ergaben einen sehr niedrigen EiweiSgehalt (bis 55,6 mg-°%) bei hohem 
Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper. Der K1. war bei den Coelenterata 
0,41 bis 0,83, bei den Echinodermata 1,21. Von den Mollusca zeigten 
die Tiere mit geringerer Entwicklung des Kreislaufsystems | Anadonta 
mutabilis (Teichmuschel) und Pinna nobilis (Steckmuschel)| einen den 
Coelenteraten ahnlichen geringen EiweiBgehalt (20 bis 70 mg-°,) 
bei hohem Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper (14,2 bis 17,2). Bei 
Zunahme der Entwicklung des Kreislaufsystems ist eine Zunahme der 
Menge der EiweiBkérper und des KI. und eine Abnahme des Kohlen- 
hydratgehalts vorhanden. So zeigt Helix pomatia (Weinbergschnecke ) 
bei einem EiweiBgehalt von 1,93°% einen Kohlenbydratgehalt von 
6,.8°,. Die von den untersuchten Mollusken die héchste Entwicklung 
des Blutkreislaufes besitzende Sepia officinalis hatte den Mammalia 
aihnliche EiweiB- und Kohlenhydratwerte (4,98°, EiweiB mit 2,95°,, 
Kohlenhydraten, KI. 5,43). 

Abweichend von allen untersuchten Tieren war der Kohlenhydeat- 
gehalt der SerumeiweiBkérper der Crustaceen. Bei verhaltnismabig 
hohem EiweiBgehalt von Astacus fluviatilis (FluBkrebs) und Eriphia 
spinifrons (4,55 und 7,38°%) war ein von allen untersuchten Tieren 
niedrigster Kohlenhydratgehalt zu beobachten, so da der KI. 28,70 
und 51,69 betrug. Das Serum der Raupen von Hibernia defoliaria 
(Frostspanner) hatte einen EKiweiBgehalt von 5,86°% und KI. von 3,21. 

Sehr eiweiBarm war auch das untersuchte Tunicatenserum. Bei 
niedrigem EiweiBgehalt (0,11 °%,) war, ahnlich wie bei den anderen Tieren 
mit niedrigem KEiweiBgehalt, ein hoher Kohlenhydratgehalt (8,39°,) 
vorhanden. Der KI. war 1,91. 

Von den Wirbeltieren zeigten Petromyzon fluviatilis (FluBneunauge ) 
und der als Vertreter der Knorpelfische untersuchte Scylliorhinus 
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canicula (Katzenhai) einen ahnlichen EiweiBgehalt (2,31 und 2,20%). 
Der Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBkérper vom Katzenhai war 
der héchste von allen untersuchten Wirbeltieren (12,7°%). Die héher 
entwickelten Vertreter der Pisces (Teleostomii) zeigten untereinander 
nur geringe Differenzen im EiweiB- und Kohlenhydratgehalt. 

Die bei den Amphibien und Reptilien gefundenen Werte zeigten 
untereinander nur geringe Differenzen im EiweiBgehalt (2,16 bis 
3.42%, bei den Amphibien, 2,80 bis 5,23 °% bei den Reptilien) und im 
Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper (3,00 bis 6,87%). Der KI. 
schwankte zwischen 2,39 bis 5,33. Auffallend ist, da8 nach der Unter- 
suchung das Blut von Anguis fragilis (Blindschleiche) naher den Ophidia 
(Schlangen) als den Lacerta (EKidechsen) steht. Die Aves (Végel) zeigten 
ebenfalls den Amphibien und Reptilien ahnliche Eiwei8B- und KI.-Werte. 
Dieser Befund bestatigt die Berechtigung der Zusammenfassung der 
teptilien und Végel in die eigene Gruppe der Sauropsiden. Die bei den 
Sauropsiden gefundenen Werte waren unabhangig von der Jahreszeit 
und dem Geschlecht der Tiere. Bei jungen Tieren war ein niedrigerer 
KiweiBgehalt beim gleichen Kohlenhydratgehalt vorhanden. Die 
Schwankungen der EiweiB- und Kohlenhydratwerte zwischen ver- 
schiedenen Tieren der gleichen Tierart waren bei dieser Gruppe 
verhaltnismaBig groB. 

Die Mammalia (Saugetiere) zeigten bei gréBeren Schwankungen 
des EiweiBgehalts des Serums nur verhaltnismaBig geringe Differenzen 
im Kohlenhydratgehalt und KI. der SerumeiweiBkérper. Der Eiweib- 
gehalt und EiweiBzucker des Serums junger Tiere ist geringer als bei 
Erwachsenen, wihrend der Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper und 
der KI. gleich ist. Von allen untersuchten Tiergruppen zeigten die 
Mammalia die héchsten EiweiB- und, mit Ausnahme der Crustaceen, 
den, niedrigsten Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBkérper. 

Die Ergebnisse scheinen darauf hinzuweisen, da innerhalb der- 
selben Klasse die Tiere mit dem héchstentwickelten Kreislaufsystem den 
héchsten EiweiBgehalt und KI. und den niedrigsten Kohlenhydrat- 
gehalt der EiweiBkérper besitzen, wahrend bei ‘lieren mit weniger 
entwickeltem Kreislaufsystem ein sehr niedriger EiweiBgehalt und KI. 
hei gleichzeitig hohem Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBkérper zu 
finden ist. AuBerdem findet im groBen und ganzen von den Coelenterata 
bis zu den Mammalia ein langsamer Anstieg des EiweiBgehalts und der 
KI. bei gleichzeitiger Abnahme des Kohlenhydratgehalts der Serum- 
eiweiBkoérper statt. 

Literatur. 


1) Figuer, zit. nach Grevenstuk (3). —- 2) Obermayer u. Willheim, diese 
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Uber Acetyl-phenyl-carbinol und Benzoyl-methyl-carbinol. II1'. 


Von 
K. v. Auwers. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Eingegangen am 23. November 1936.) 


Bei seinen garungschemischen Forschungen hat Neuberg? bekannt- 
lich die wichtige Beobachtung gemacht, daB es ein Ferment gibt, das 
Kohlenstoffketten aufzubauen vermag und daher von ihm Carboligase 
genannt wurde. Seine Wirkung ist nicht an die Anwesenheit lebender 
Hefe gebunden, vielmehr lassen sich die betreffenden Synthesen auch 
mit zellfreiem Mazerationssaft, also rein enzymatisch, durchfiihren. 

Zuerst und bis jetzt am eingehendsten ist die durch Carboligase 
bewirkte Verkniipfung von Benzaldehyd mit Acetaldehyd untersucht 
worden. Es entsteht hierbei ein Acyloin, fiir das die Formeln 

I. CgsH,.CH(OH).CO.CH; und MII. ©C,;H,.CO.CH(OH).CH; 

Acetyl-phenyl-carbinol Benzoyl-methyl-carbinol 

A-Ketol ® B-Ketol * 
in Betracht kommen. Anfangs neigte Newberg dazu, die zweite Forme] 
zu bevorzugen, wobei er die primare Bildung von 

C,H, .CO.€ (OH). CH, 
boon 

als méglich hinstellte. Eine genauere Untersuchung’ des Acyloins 
und seiner Umsetzungen fiihrte ihn jedoch zu dem SchluB8, daB ihm 
Formel I zukomme, und seine Bildung vielleicht unter Mitwirkung 
von Wasser nach folgendem Schema ‘A zustande komme: 


A. C,H,.CHO +  CO.CH, = CyH;.CH(OH).CO.CH, + CO(OH),. 
* 


H/OH COOH 
Dagegen ist Faworsky® der Ansicht, daB der ProzeB folgender- 
maBen verlauft : 
B. CsH,.CHO+CO.CHs — CgH,.CO.C(OH).CHs 


| 
COH COsH 


> (,H,.CO.CH(OH). CH, 
> (,H,.CH(OH).CO.CHsg. 


— COs 


| Erste Mitteilung: Auwers u. Jordan, diese Zeitschr. 144, 31, 1924; 
zweite Mitteilung: Auwers u. K. Mauss, ebenda 192, 200, 1929. —— ? Newberg 
u. Hirsch, ebenda 115, 282, 1921. 3 Bis jetzt wurden die Verbindungen I 
und II als «- und f{-Ketol bezeichnet. Die jetzt vorgeschlagene Benennung 
erscheint jedoch zweckmaBiger, weil sie die Struktur der Kérper klarer 
andeutet. 4 Neuberg u. Ohle, diese Zeitschr. 127, 327, 1922. 5 Bull. 
Soc. chim. France [5] 48, 551, 1928. 
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Nach Neuberg findet also die Kondensation zwischen Benzaldehyd 
und nascierendem Acetaldehyd statt, waihrend nach Faworsky der 
Aldehyd sich mit der Brenztraubensdure vereinigt und erst darauf 
Kohlendioxyd abgespalten wird. Zum SchluB soll sich dann das 
zunachst entstandene B-Ketol in A-Ketol umlagern. 

Bei der Bedeutung, die dieser neuartigen phytochemischen Synthese 
zukommt, ist es natiirlich wiinschenswert, ihren Verlauf mit Sicher- 
heit aufzukliren. Dem stehen jedoch verschiedene Schwierigkeiten 
im Wege. 

Die erste beruht darauf, daB das zum Nachweis des Kondensations- 
produktes in der Regel benutzte Semicarbazon vom Schmp. 194° nach 
den bisherigen Beobachtungen aus beiden Ketolen zu entstehen schien, 
diese also mit Semicarbazid wie tautomere Verbindungen reagieren 
sollten. Zudem bestand Unklarheit iiber die Struktur dieses Semi- 
carbazons. Auwers! faBte urspriinglich diese Substanz als B-Derivat (ITI) 
auf, gab ihm aber spiter? die Formel IV, die bereits friher von Neuberg 
und Ohle? angenommen worden war. Faworsky* trat dagegen weiter 
fiir die Formel III ein. 


III. CgH;.C.CH(OH). CH, IV. CyH,.CH(OH).C.CHy 
N.NH.CO.NH, N.NH.CO.NH, 


Durch eine neuerdings® ausgefiihrte Untersuchung konnte diese 
Streitfrage einwandfrei dahin entschieden werden, dab das fragliche 
Semicarbazon nach Formel IV gebaut ist. Gleichzeitig brachte eine 
andere Untersuchung ® das iiberraschende Ergebnis, daB alle friiher 
dargestellten Ketolpraparate entweder ganz oder in der Hauptsache 
aus A-Ketol bestanden. Der von allen Forschern zur Darstellung des 
B-Ketols beschrittene Weg: 

C,gH,.CO.CHBr.CH; —>» C,H,;.CO.CH(O.COCHS,). CH, 

—> (,H,.CO.CH(OH).CH, 
fiihrt namlich nicht zum Ziel, da bei der Verseifung der Acetylverbindung 
eine Atomverschiebung eintritt, bei der das erwartete B-Derivat mehr 
oder weniger vollstandig in das A-Ketol umgelagert wird. Die Identitat 
dieses Produktes mit dem nach den Vorschriften von Wren? und Roger§ 
aus Mandelsdureamid und Magnesiumbrommethyl erhaltlichen Acety!- 
phenyl-carbinol konnte durch eine Reihe von Reaktionen sicher er- 
wiesen werden. 


1 Ber. d. deutsch. chem. Ges. 50, 1151, 1917; diese Zeitschr. 144, 34, 


1924. — 2 Diese Zeitschr. 192, 204, 1928. —- ® Ebenda 128, 614, 1922. 
4 Faworsky u. Temnikowa, Bull. Soe. chim. France [5] 2, 256, 1935. 
5 Auwers u. Ludewig, Liebigs Ann. 526, 130, 1936. ® Auwers, Ludewig 
u. Miiller, ebenda 526, 143, 1936. 7 Soc. 95, 1592, 1909. —- ® Diese 


Zeitschr. 230, 320, 1931. 
Biochemische Zeitschrift Band 289. % 
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Nur aus diesem Ketol entsteht das oben erwihnte Semicarbazon ; 
sein Auftreten beweist daher das Vorhandensein von A-Ketol. Damit 
ist die Ansicht Neubergs tibee die Natur des von ihm erhaltenen Ketols 
bestétigt worden!, 

Eine zweite, noch nicht geléste Schwierigkeit bietet die Frage, ob 
sich bei den Newbergschen Versuchen das A-Ketol direkt gebildet hat, 
oder ob es durch Umlagerung primaren B-Ketols entstanden ist. 


Die friiheren Angaben in der Literatur iiber freiwilligen Ubergang 


von B-Ketol in das A-Isomere haben sich als unrichtig erwiesen und 
sind schon deswegen ohne Bedeutung, weil das bei ihnen benutzte 
vermeintliche B-Ketol in Wirklichkeit das A-Derivat war. Dies gilt 
besonders fiir die Behauptung Faworskys?, daB B-Ketol in einer girenden 
Zuckerlésung diese Umlagerung erleide. Wberdies hat v. Falkenhausen® 
festgestellt, daB, im Gegensatz zu Faworskys Angaben, der Schmelz- 
punkt des Ketelsemicarbazons vor und nach dem Versuch bei der 
gleichen Temperatur -- 194° — liegt, was nunmehr selbstverstandlich ist. 

Nun kann aber, wie jetzt gefunden wurde, das durch Kochen von 
z-Brom-propiophenon mit Kaliumformiat in Methylalkohol erhiltliche 
wahre £-Ketol tatsichlich unter bestimmten Bedingungen in das 
A-Derivat iibergehen. An sich ist es zwar bei gew6hnlicher Temperatur 
bestandig, denn nach 3 Monaten erwies sich ein Praparat noch als 
unveriindert. Auch eine Destillation im Vakuum der Wasserstrahl- 
pumpe halt es aus; destilliert man es aber unter gewohnlichem Druck, 
so lagert es sich in A-Ketol um. Dasselbe geschieht, wenn man es mit 
Wasser und Baryumearbonat kocht oder Alkali bei Zimmertemperatur 
auf es cinwirken laBt. 

Von den chemischen Eigenschaften des neuen Ketols sei nur 
erwahnt, daB es sich mit Semicarbazid nur langsam umsetzt und dabei 
kein , Monosemicarbazon liefert, sondern das bei 240° schmelzende 
Disemicarbazon des Acetyl-benzoyls. 

Die Tatsache, daB das B-Ketol die weniger bestandige Form der beiden 
[Isomeren darstellt und sich unter Umstanden in das A-Ketol umlagert, ist 
insofern bemerkenswert, als hierbei eine Verbindung mit einem konjugierten 
System in eine konjugationsfreie Substanz iibergeht, waihrend im allgemeinen 
derartige Bindungsverschiebungen in umgekehrter Richtung verlaufen. 
Die von Faworsky* aufgestellte Regel, wonach bei Umlagerung von Ketonen 
mit Vorliebe Kérper mit einer Gruppe — CO . CH, gebildet werden, erweist 
sich mithin auch hier als maBgebend. 


1 Neuberg und Ohle haben bereits durch Grignardierungsversuche die 
von ihnen angenommene Konstitution ihres Ketols wahrscheinlich gemacht ; 
da aber auch bei dieser Reaktion, wie Faworsky und Temnikowa fanden, 
Atomverschiebungen méglich sind, ist jener Beweis nicht sicher. —- * Bull. 
Soc. chim. France [4] 39, 216, 1926. — * Diese Zeitschr. 219, 241, 1930. 

4 Bull. Soc. chim. France [4] 39, 216, 1926. 
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Nach dem, was nunmehr iiber die beiden Ketole bekannt ist, mub 
mit der Méglichkeit gerechnet werden. daB auch bei der carboligatischen 
Synthese des Ketols eine Umlagerung stattfindet. Es muB also gepriift 
werden, wie sich unzweifelhaftes B-Ketol unter den Bedingungen des 
Neubergschen Versuchs verhalt. Erweist es sich dabei als bestandig, so 
darf man fiir den synthetischen Vorgang das oben gegebene Schema A 
als erwiesen ansehen, denn es ist nicht anzunehmen, daB etwa B-Ketol 
im Augenblick des Entstehens umlagerungsfahiger sei als in fertig 
gebildetem Zustand. Lagert es sich dagegen bei dem Versuch um, so 
laBt sich zwischen Schema A und B zunachst nicht entscheiden. 


Von Interesse wiirde es weiter sein, eine optisch-aktive Form des 
B-Ketols zu bereiten und mit dieser Umlagerungsversuche unter ver- 
schiedenen Bedingungen anzustellen, da man _ hierdurch vielleicht 
etwas dariiber ermitteln konnte, in welcher Weise sich der Uhergang 
des B-Ketols in das Isomere vollzieht. Die folgenden beiden Wege sind 
fiir den Vorgang denkbar: 

O< OH 
mi 


* ' * 
C. C.H,—C—CH—CH, -> C,H,—C——C—CH, -> C,H,;—CH-—C—CH, 


| ell. | 
OH HO OH O 
* lee - 
D. C,H,—C CH—CH, —~ CgH;—C CH-—CH,; — C,H;—CH—C—CH.. 
| | | 
O HO OH O— OH O 


RS 

Die Annahme von Dienolformen als Zwischenprodukten bei Struk- 
turanderungen organischer Verbindungen ist beliebt und wird namentlich 
zur Erklarung von Racemisierungen benutzt. Eine Stiitze dafiir, dab 
die gegenseitige Umlagerung der Ketole (CH,),C,H,.CO.CH(OH) 
.CgsH, und (CH,),CgH,.CH(OH).CO.C,H, tatsachlich iiber ein 
Dienol verlauft, erblicken Weinstock jr. und Fuson! in dem Umstand. 
daB sie durch Kochen mit Essigsiureanhydrid ein Dienoldiacetat er- 
hielten. Jedoch ist dies kein stichhaltiger Beweis, denn jene Ver- 
bindung braucht nicht das Acetylierungsprodukt eines vorher ge- 
bildeten Dienols zu sein, sondern kann sehr wohl durch Abspaltung 
von Essigsiure aus einem urspriinglichen Triacetat entstanden sein. 

Trifft das Schema C zu, so muf aktives B-Ketol bei der Um- 
lagerung, auch wenn sie unter den mildesten Bedingungen durchgefiihrt 
wird, inaktives A-Ketol liefern. 

Schema D erlaubt keine sichere Voraussage, da es fraglich ist, ob 
das ungesattigte Zwischenprodukt noch optisch-aktiv sein wird, und 


' Amer. chem. Soc. 58, 1986, 1936. 
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auch bei der Verschiebung des Asymmetriezentrums die Aktivitat 
erhalten bleiben wird. Immerhin erscheint dies méglich. Gelainge es 
daher, aktives B-Ketol in aktives A-Derivat umzuwandeln, so ware 
damit die Richtigkeit von D erwiesen. Kime man dagegen zu einem 
inaktiven Produkt, so lieBe sich eine Entscheidung zwischen C und D 
nicht treffen. 


Noch ein Wort iiber das Phenylhydrazon des A-Ketols! Newberg und 
Hirsch* erhielten aus aktivem A-Ketol ein gleichfalls aktives Phenylhydra- 
zon vom Schmp. 96°. Bei Versuchen im hiesigen Institut mit rac. Ketol 
entstand dagegen an Stelle des normalen Reaktionsproduktes das ent- 
sprechende Derivat des Acetyl-benzoyls, C,H, .CO.C (: N.NH.C,H;).CHs,, 
das bei 144° bis 145° sechmilzt. Da es ausgeschlossen erschien, da etwa das 
Hydrazon der aktiven Substanz weniger leicht oxydierbar sei als das der 
rac. Verbindung, war der Grund der Abweichung in der Verschiedenheit 
der Versuchsbedingungen zu suchen. Zwar wurde bei beiden Versuchen 
das Ketol mit essigsaurem Phenylhydrazin bei Zimmertemperatur zu- 
sammengegeben, aber das eine Mal war das Ketol in Wasser verteilt, das 
andere Mal in Alkohol gelést. . 

Als man nunmehr rac. A-Ketol genau nach der Neubergschen Vorschrift 
in Wasser mit Phenylhydrazin behandelte, schied sich sogleich ein blaBgelbes 
Ol am Boden des GefaBes ab, das rasch zu einer halbfesten Masse erstarrte. 
Man verrieb mit wenig Methylalkohol, preBte auf Ton ab und fallte das gut 
getrocknete Produkt aus benzolischer Lésung durch vorsichtigen Zusatz 
von Petrolaither. So erhielt man kleine glanzende Kristalle des Phenyl- 
hydrazons, die ein wenig héher schmolzen als das Derivat des aktiven 
Ketols, namlich bei 98° bis 99°. 
7mm). 


5,105 mg Substanz: 0,5448 eem N (21°, 72 
“a. 


C,,H,,ON,. Ber. N 11,7. Gef. N 11 

Das etwas gelbliche Rohprodukt farbt sich an der Luft rasch rot; die 
reine Substanz ist schneeweiB und verandert sich an der Luft wenig. In den 
meisten organischen Mitteln ist der Kérper sehr leicht léslich, in Petrol- 
dither schwer. 


, 


’ 


' Diese Zeitschr. 115, 299, 1921. 








ift 
eS 
te. 
ut 
itz. 
yl- 
en 


lie 
en 
ol- 





Die Dissoziationskonstanten der Ascorbinsiure. 


Von 
J. ©. Ghosh und P. €. Rakshit. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Dacca, Indien.) 


(Eingegangen am 13. November 1936.) 


Die Bestimmungen der Dissoziationskonstanten der Ascorbinsaure 
von Birch und Harris (1933) sowie von Karrer und Schwarzenbach (1934) 
weichen betrachtlich voneinander ab, besonders in den Werten fiir die 
erste Dissoziationsstufe. Sie wurden nach der potentiometrischen 
Methode ausgefiihrt. In dieser Notiz teilen wir nun unsere Bestimmung 
der Dissoziationskonstanten der Ascorbinséure mittels der elektrischen 
Leitfahigkeit mit. 

Wir verwendeten eine Lésung des Mononatriumsalzes der Ascorbin- 
siure, dargestellt durch Zugabe der halben aquivalenten Menge von 
reinstem, carbonatfreiem Atznatron zu einer Lésung von umkristalli- 
sierter synthetischer Ascorbinsdéure (von Light & Co.). Wir fanden fiir 
die aquivalente Leitfihigkeit des Mononatriumascorbats bei 29° C 
A, 100 = 85,2. Unter Anwendung der Korrektur von Miller und 
Bauer und unter der Annahme, da die Dissoziation des zweiten Wasser- 
stoffatoms bei dieser Verdiinnung zu vernachlassigen ist, ergibt sich die 
molare Leitfahigkeit des Mononatriumascorbats bei unendlicher Ver- 
diinnung 2_ = 85,2 + 9 = 94,2. 

Die Leitfahigkeit des Natriumions ist aber bei 29° gleich 54,5. 
Daher ist die Leitfaihigkeit des sauren Anions der Ascorbinséure bei 29° 
A, - 94,2 — 54,5 = 39,7. Die Leitfahigkeit des H” bei 29° ist 388,7. 


Tabelle I. 





Konzentration Molaie Aa 
der ittthiotkat K 

Ascorbinsaure Leitfahigkeit , hoo [Aco — Av] +t 
9.95 mol. 14,8 6,2 .10-5 
0,025 =, 21,0 6,3. 10-5 
0,0125_—y, 29,5 6,3 .10-5 
0,006 25 ,, 41,5 6,4 .10-5 
Mittel: 6,3. 10-5 


y - 388,7 + 39,7 = 428.4. Da K, (Ascorbinsaiure) = 6,3 . 10°, 
ergibt sich py, = 4,20 bei 29°C. Der pu-Wert von m/100 Mononatrium- 
ascorbat wurde mit groBer Genauigkeit mittels der Wasserstoffelektrode 


bestimmt. Er betrug 7,92 bei 29°. Dies entspricht einer Wasserstoff- 
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ionenkonzentration von 1,3.10°8 Mol/Liter. Mit Hilfe der Gleichung 
von Noyes berechneten wir die Dissoziationskonstante K, wie folgt: 


[K, + ¢] [H*/ 


kK, (Ascorbinsaure) 


vith 
63.10-° +1.10 13. : 
a = a a, 
(6,3. 10- = (1.10 - 
woraus pr, = 11,57 bei 29°. 
Literatur. 
1) Birsch u. Harri, Biochem. J. 27, 595, 1933. — 2) Karrer u. Schwarzen- 


bach, Helv. Chim. acta 17, 58, 1934. — 3) Miller u. Finet J. Chim. Phys. 
2, 495, 1904. — 4) Noyes, Zeitschr. f. physik. Chem, 2, 495, 1893. 
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Uber die Abhangigkeit der Ostronproduktion 
wihrend der Schwangerschaft von dem Geschlecht der Frucht 
und von der Grobe der Placenta’. 

Von 
Lars Gram. 

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 1. Dezember 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In den letzten Jahren haben einige Forscher éstrogene Stoffe in 
griinen Pflanzen nachgewiesen [Loewe, Lange und Spohr (15) u.a.]. Es 
sind auch Versuche ausgefiihrt worden, die eine deutliche Wirkung des 
Ostrons auf das Pflanzenwachstum zu zeigen scheinen (8). Diese Ver- 
suche haben sich allerdings nicht reproduzieren lassen (6) (17) (19), sie 
brachten aber die altigyptische Vorstellung einer Geschlechtsvorhersage 
bei der graviden Frau durch Beobachtung der Wirkung des Harns auf 
das Keimen von Gersten- und Weizenkérnern in Erinnerung. Die Frage 
wurde von Manger (14) aufgenommen, der einen deutlichen Unterschied 
der Keimung in Abhangigkeit vom Geschlecht der Frucht fand. Manger 
war der Meinung, daB dieser Unterschied unter Umstanden durch 
hormonahnliche Stoffe im Harn bedingt sei, ohne daB er mit seiner 
Versuchsanordnung zu einem sicheren Ergebnis itiber die Natur dieser 
Stoffe kommen konnte. Obgleich seine Versuche nicht eindeutig waren, 
besteht doch die Méglichkeit, daB diese Frage sich durch quantitative 
Bestimmungen der Geschlechtshormone bei graviden Frauen lésen 
laBt. Es liegen zwar eine Reihe von Untersuchungen iiber die Aus- 
scheidung der Geschlechtshormone vor [(9) (11) (21) u.a.], aber keine 
umfaBt besonders viele Faille, und die Analysen wurden nicht in der 
Absicht ausgefiihrt, einen etwaigen Unterschied in der Ausscheidung 
der Geschlechtshormone in Abhangigkeit vom Geschlecht der Frucht 
nachzuweisen. Desha!b hielt ich es fiir richtig, diese Frage zu unter- 
suchen. Da nach Goebels und Schoeller s Untersuchungen das Ostron von 
Bedeutung fiir den Pflanzenwuchs zu sein scheint, habe ich meine 
Untersuchungen auf die Bestimmung der Ostronausscheidung _ be- 
schrinkt. Siebke (16) hat nachgewiesen, daB in der Androsteron- 
ausscheidung kein Unterschied vorliegt. Ein Unterschied in der Aus- 
scheidung der gonadotropen Hormone schien von vornherein weniger 
wahrscheinlich. 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des A/S Freia Chokoladefabriks 
medisinske fond. 
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Die Ostronproduktion erfolgt bei der graviden Frau zum weit 
iiberwiegendem Teil in der Placenta (11) (18). Die gebildeten Hormone 
treten sehr schnell ins Blut iiber, wo sie zirkulieren. Ein groBer Teil 
wird sicher abgebaut (21), aber ein wesentlicher Teil wird im Harn 
und in den Fiazes ausgeschieden. Durch gleichzeitige Ostronbestim- 
mungen im Blute und Harn gravider Frauen haben Diethelm und 
Runge (4) u. a. gefunden, daB die Harnwerte bedeutend iiber den Blut- 
werten liegen und parallel mit diesen schwingen. In den Fiizes erfolgt 
eine nicht unerhebliche Ostronausscheidung; Kemp und Pedersen- 
Bjergaard (13) fanden zwischen 3000 und 7000ME. in 24 Stunden. 
Bei Ostronbestimmungen im 24-Stundenharn — die einzig praktisch 
migliche Methode bei Serienuntersuchungen kann man daher nicht 
die gesamte Ostronproduktion im namlichen Zeitraum bestimmen. 
Andererseits mu8 man annehmen, daB die 24-Stundenharnwerte einen 
brauchbaren Ma stab fiir die 24-Stundenproduktion liefern, auf jeden 
Fall solange keine Schwangerschaftsintoxikation mit Verainderung der 
Nierenfunktion vorliegt. 

Ein etwaiger, von dem Geschlecht der Frucht abhingiger Unter- 
schied in der Ostronausscheidung kann in verschiedener Weise ent- 
stehen. In den Ovarien der Frucht kann Ostron erzeugt werden. Es 
ist sehr wenig wahrscheinlich, daB dieser Faktor quantitative Be- 
deutung hat, da sogar die Ovarien der Frau eine untergeordnete Rolle 
im Verhaltnis zur Funktion der Placenta spielen (Waldstein) (18), und da 
die Ovarien der Frucht ja weit weniger entwickelt sind. Aus Tier- 
versuchen weiB man auBerdem, daB sehr infantile Ovarien nicht auf 
gonadotrope Hormone des Schwangerenharns reagieren kénnen (Ham- 
burger) (9). Es ist daher nicht anzunehmen, da8 die Ovarien der Frucht 
selbst von so groBen Mengen gonadotropen Hormonen, wie sie wahrend 
der Schwangerschaft gebildet werden, stimuliert werden. Man kann 
ferner an eine verschiedene Aktivitét der Placenta in Abhangigkeit 
von ihrer GréBe denken. Da eine bestimmte Beziehung zwischen der 
GréBe der Placenta und der der Frucht besteht (2) und da die weiblichen 
Friichte durchschnittlich kleiner als die mannlichen sind, kann dieses 
Verhaltnis quantitative Bedeutung haben. SchlieBlich lieBe — sich 
theoretisch denken, daB die Aktivitat der Placenta spezifischer von dem 
Geschlecht der Frucht abhangig ist. 

Ich habe die Ostronausscheidung bei 18 Frauen untersucht, von denen 
10 Madehen und 8 Knaben gebaren. Die Frauen haben wahrend der Unter- 
suchungszeit in Miitterheimen gelebt und eine rationelle Schwangerschafts- 
ernihrung erhalten. Frauen, bei denen Zeichen einer Schwangerschafts- 
intoxikation vorlagen, wurden von der Untersuchung ausgeschlossen. Da 
man die gréBten Ausschlage gegen SchluB der Schwangerschaft erwarten 
muBte, umfassen die Untersuchungen nur die letzten zwei Schwangerschafts- 
monate. Wahrend dieser Zeit habe ich so weit wie méglich in regelmaBigen 
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Abstaénden die 24-Stunden-Portionen untersucht. In der Madchengruppe 
wurden 31 Einzelbestimmungen, in der Knabengruppe 24 Einzelbestim- 
mungen, insgesamt 55 Analysen, ausgefiihrt. 

Methodik. 

Der Harn wurde nach entsprechender Verdiinnung gruppenweise 
kastrierten weiblichen Mausen nach der Vorschrift von Zondek injiziert. 
Derart erhielt ich die kleinste Dosis, welche positive Reaktion, und die 
gréBte Dosis, welche negative Reaktion gab. Als positiv galt eine Gruppe 
von Tieren, bei der 2 von 3 Tieren Vollbrunst zeigten; der Ostrongehalt 
wurde dann als zwischen zwei Grenzwerten liegend angegeLen. Bei einer 
Reihe von Fallen, wo der Umschlag von positiv zu negativ nicht eindeutig 
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Abb. 1. Ostronwerte bei Frauen, die Madchen gebaren. 


war, habe ich den Hormongehalt nach Kochmann berechnet. Beim Ver- 
gleich mit dem internationalen Ostronstandard zeigte sich, da bei der 
verwendeten Arbeitsweise 1 ME. ungefihr 2 TE. entspricht. 

Die Analysenergebnisse sind in Abb. 1 und 2 graphisch dargestellt. 
Wie man sieht, ist der Ostrongehalt sowohl bei derselben Frau als auch 
von Frau zu Frau sehr verschieden. Im groBen und ganzen liegen die 
Werte innerhalb von Zondeks Normalwerten. Bei einigen Fallen sinkt 
der Ostrongehalt gegen die Geburt zu ab, bei anderen steigt er dagegen an, 
wie dies Hartmann, Runge und Siewers gefunden haben. Als Durchschnitt 
des vorliegenden Materials ergibt sich eine Senkung der Ostronzahl. 
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Wenn man die Ergebnisse der beiden Versuchsgruppen miteinander 
vergleichen will, so kann dies entweder durch Vergleichen der Einzel- 
werte oder der Durchschnittswerte geschehen. Die Durchschnittswerte 


sind in Tabelle I und II angegeben. 
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Tabelle I. Durchschnittliche 
bei Frauen, 
die Madchen gebaren. 


Ostronwerte 
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Tabelle IT. 
Ostronwerte 
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Ostronwerte bei Frauen, die Knaben gebaren. 


Durchschnittliche 


bei Frauen, 


die Knaben gebaren. 





Gewicht 
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Aus den Kurven und Tabellen geht hervor, daB kein charak- 
teristischer Unterschied der Einzelwerte beider Gruppen vorliegt: 
beide zeigen teilweise zum gleichen Zeitpunkt der Schwangerschaft 
Einzelwerte, die auf naimlicher Héhe liegen. Dasselbe gilt von den 
Durchschnittswerten aller Analysen bei den einzelnen Frauen. Der 
Durchschnittswert fiir simtliche Frauen in jeder der beiden Versuchs- 
gruppen ist ebenfalls recht ahnlich. Daraus folgt, da&S man weder auf 
Grund der Einzelbestimmungen noch der Durchschnittswerte des 
Ostrongehalts im Harn gra- 








vider Frauen Schliisse be- ME 
= \ 0000'- 7 
ziiglich des Geschlechts der 0b P 
Frucht ziehen kann. an 
a; 18000 7 
Die gefundenen Werte - ult 
kénnen jedoch dazu dienen, ai 
4 Q 
@ - . 4 > 16006 a 
die Physiologie der Placenta ill 
q > 2 . > 2 a 4 
zu beleuchten. Aus Abb. 3 14000 Lee : 
ist ersichtlich, daB meistens & . Ue 
: S * 
hohe Ostronwerte den gréBe- — & z29a0\-,7 
. e 4 “ vv 
ren Placentagewichten zuge- © x } 
. . ¢ 
héren. Demnach scheint die = “000 A 
. * ~ % “~ 
Ostronausscheidung von der £ Y . 4 
o . . hc) ’ 
Gr6Be der Placenta abhangig 8000 YA | 
; : : 4 As 
zu sein, ein Befund, der sich %& z y 
- A 4 
” . 6000 : 
ungezwungen erklaren JaBt, 3 eee, 
, F Z 
a” lta 7 
wenn man annimmt, daB v000\- xy 
das Ostron aus der Placenta meh x 
Af 
stammt. 2000'- m4 
Aus Tabelle I und II 
folgt, daB in der Madchen- On 700 700 70009 
gruppe das durchschnittliche Placentagewicht 





Placentagewicht 641 g ist, Abb. 3. 
wahrend die durchschnitt- 
liche Ostronausscheidung 7922 bis 8575 ME. betragt. Bei der Knaben- 
gruppe ist das durchschnittliche Placentagewicht 736 g und der durch- 
schnittliche Ostronwert 7602 bis 8194 ME. Obgleich das Placenta- 
gewicht in der Madchengruppe etwa 13°, niedriger ist, liegt die 
Follikulinausscheidung unbedeutend héher als in der Knabengruppe. 
Dieser Befund kann natiirlich durch Zufalligkeiten bedingt sein, 
da das Material ja nicht groB und die biologische Bestimmung nicht 
sehr genau ist. Wenn man trotzdem mit einem biologisch bedingten 
Unterschied rechnet, so kann dieser in zweierlei Weise erklirt werden: 
Entweder nehmen die Ovarien der weiblichen Friichte an der Ostron- 
produktion teil, was, wie gesagt, wenig wahrscheinlich ist, oder die 
Placenta hat in der Madchengruppe eine gréBere Aktivitat pro Gewichts- 
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einheit als in der Knabengruppe. Diese Annahme ist nicht so abliegend, 
wenn man sich erinnert, dai die Zellen in dem hormonerzeugenden 
Gewebe (Villi chorii) aus der Frucht stammen und ebenso geschlechts- 
bestimmt sind wie die Zellen der Frucht selbst. 

Um diese Frage niher zu untersuchen, habe ich den Ostrongehalt 
in neun Placenten bestimmt, wobei ich ihr Gewicht sowie das Geschlecht 
des Kindes kannte: gleichzeitig wurde, soweit méglich, der Ostrongehalt 
im Blute der Mutter (post partum-Blut) und im Nabelschnurblut 
bestimmt. Alle Ergebnisse sind in Tabelle III zusammengestellt. Der 
Ostrongehalt der Placenta kann auf zwei Arten bestimmt werden. 
Entweder durch direkte Implantation kleiner Stiickchen Placenta- 
gewebe, oder durch direkte Extraktion der ganzen Placenta und Ostron- 
bestimmungen des Extraktes. Die letztere Methode muB als die be- 
deutend zuverlissigere angesehen werden. 


Die Angaben iiber den Ostrongehalt der Placenta schwanken sehr. 
Allen und Doisy (1) haben 1130 bis 3510 ME., Zondek (22) etwa 5000 ME. 
bei Implantation gefunden, Glimm und Wadehn (8) 170 bis 300 ME. und 
Waldstein (19) 300 ME., sowie Zondek (22) 648 ME. mittels Extraktion. 


Methodik. 


Ich benutzte die Extraktionsmethode von Zondek und Brahn (3). Der in 
Wasser aufgenommene Extrakt wurde in der fiir Ostronbestimmungen im 
Harn mitgeteilten Weise austitriert. . 

Der Ostrongehalt der Placenta kann teils aus dem Placentagewebe 
selbst und teils aus dem Placentablut stammen. Nach Dodd und Jonen (5) 
sind 42 bis 63°, des Placentagewichtes Blut. Eine vollstandige Blutent- 
fernung laBt sich nur durch Perfusion mit Wasser erméglichen; hierbei lauft 
man Gefahr, einen bedeutenden Teil des im Placentagewebe befindlichen 
Ostrons zu entfernen. Aus diesem Grunde begniigte ich mich damit, soviel 
Blut wie méglich aus dem maternellen und fétalen Teil durch sorgfaltiges 
Abtrocknen und Auspressen vor dem Wiegen und der Extraktion zu ent- 
fernen. 

Mein Ziel war, einen Ausdruck fiir die Aktivitaét des Choriongewebes 
in beiden Versuchsgruppen zu finden; die absoluten Zahlen fiir den Ostron- 
gehalt des Placentagewebes selbst sind in diesem Zusammenhang von ge- 
ringerem Interesse. Da der Ostrongehalt des Placentablutes von der Hormon- 
produktion der Placenta abhangig ist, glaube ich, vergleichbare Ergebnisse 
fiir die beiden Gruppen, trotz eines gewissen Blutgehalts der Placenten, 
erhalten zu haben. Bei der Berechnung des Anteils des Placentablutes an 
dem gesamten Ostrongehalt der Placenta bin ich davon ausgegangen, daB 
der Blutgehalt der untersuchten Placenten maximal etwa 50°, des Gewichts 
betrug. Dieser Wert ist eher etwas zu hoch, da versucht wurde, das Blut 
soweit wie méglich zu entfernen. In allen Fallen war der Ostrongehalt 
des maternellen Blutes und in den meisten Fallen auch die Werte in Nabel- 
schnurblut bekannt. Der Ostrongehalt des Nabelschnurblutes lag in allen 
Fallen unter den Werten des miitterlichen Blutes. — Durch Multiplikation 
des halben Placentagewichts mit den Ostronwerten im Blute der Mutter 
habe ich die in Tabelle III, Kolonne 7, angegebenen Werte erhalten. Nach 
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Zondek (22) habe ich angenommen, daB die Ostronwerte pro 1 Liter Serum 
einigermaBen den Werten von | Liter Citratblut entsprechen. Da das 
Post-partum-Blut bei der Zusendung koaguliert war, war die Herstelhuing 
von Citratblut unmédglich. 

Aus Tabelle ITI folgt, daB die so berechnete Ostronfraktion zwischen 
123 und 212 ME. schwankt. Der Gesamtgehalt der Placenten an 
Ostron lag zwischen 209 und 1584 ME. Nur in zwei Fallen lagen die 
gefundenen Gesamtwerte und die berechneten Blutwerte nahe beiein- 
ander (Nr. 7 und 9). In den iibrigen Fallen war eine sehr erhebliche 
Differenz vorhanden, so daB man damit rechnen kann, daB sich der 
groBte Teil der Ostronmengen im Placentagewebe und nicht im Placenta- 
blute befinden. 

In Tabelle III ist das Nettogewicht der Placenten nach Entfernung 
von Hauten, Nabelschnur und méglichster Beseitigung von Blut an- 
yvegeben sowie der Trockenwert mitgeteilt. Auf Grund des gesamten 
Follikulingehalts in den betreffenden Placenten wurde dann der Ostron- 
gehalt pro g frische Placenta und pro g getrocknete Placenta berechnet. 
In der Mddchengruppe fand ich Werte von 0,41 bis 1,9 ME. pro g frische 
Placenta und von 2,5 bis 12,43 g pro g getrocknete Placenta. In der 
Knabengruppe waren die entsprechenden Zahlen 0,9 bis 3,4 ME. und 
5,4 bis 19,08 ME. Da inder Madchengruppe nur sechs und in der Knaben- 
gruppe nur drei Placenten untersucht wurden, muB man sich damit 
begniigen festzustellen, daB in beiden Gruppen die Einzelwerte sehr 
schwanken, und daB man einigermaBen die namlichen Einzelwerte in den 
beiden Gruppen gefunden hat. Dem Umstand, da8 der Maximalwert der 
Knabengruppe den Maximalwert der Madchengruppe bedeutend iiber- 
trifft, kann wegen der gefundenen Streuung der Werte kein Gewicht 
beigelegt werden. Héhere Werte, wie man sie etwa in der Madchen- 
gruppe auf Grund des Ausfalles der Harnbestimmungen erwartet haben 
kénnte, wurden nicht ermittelt. 


Zusammenfassung. 

Es wurde die Ostronausscheidung gegen Ende der Schwangerschaft 
bei zehn Frauen, die Madchen gebaren und bei acht Frauen, die Knaben 
gebaren, untersucht. Ein charakteristischer Unterschied in der Ostron- 
ausscheidung beider Gruppen konnte nicht festgestellt werden. 

Es scheint, daB die durchschnittliche Ostronausscheidung von der 
GréBe der Placenta abhangt. 

In der Madchengruppe war die Ostronausscheidung mindestens 
ebenso groB wie in der Knabengruppe, obgleich die Placenten durch- 
schnittlich kleiner waren. Da es auf Grund der Ergebnisse nicht aus- 
geschlossen war, daB ein Unterschied in der Hormonaktivitat in Ab- 
hingigkeit vom Geschlecht der Frucht vorliegt, wurde der Ostron- 
gehalt pro g Placentagewebe in den Placenten von sechs Madchen und 
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drei Knaben bestimmt. Ein charakteristischer Unterschied des Ostron- 
gehalts der Placenten in Abhingigkeit von Geschlecht der Frucht hat 
sich nicht nachweisen lassen. 
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Uber die Bestimmung 
der Glycerinsiure in freier und veresterter Form. 


Von 
8. Rapoport. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8, Dezember 1936.) 


Die Bedeutung der Glycerinséure als intermediires Abbauprodukt der 
Kohlenhydrate im tierischen Kérper und bei der alkoholischen Garung ist 
schon von Lebedew! vermutet worden. Doch konnten seine Versuche 
iiber die Vergirbarkeit von Glycerinséure von Neuberg? nicht reproduziert 
werden, so daB damals das Methylglyoxal als das viel wahrscheinlichere 
Zwischenprodukt der Garung angenommen wurde. 

Von neuem wurde die Aufmerksamkeit auf die Glycerinsiiure gelenkt, 
als es Greenwald gelang nachzuweisen®, daB der Diphosphorséureester der 
Glycerinséure in den Blutkorperchen vorkommt und einen sehr betracht- 
lichen Anteil des gesamten séureléslichen Phosphors darstellt. Nach seiner 
Berechnung ist der weitaus iiberwiegende Teil des sogenannten schwer- 
hydrolysierbaren Phosphors, etwa 90°,, auf diesen K6érper zu beziehen. 
Durch die Arbeiten von Nilsson 4, Newberg und Kobel® wurde gezeigt, daB 
die Hefe unter bestimmten Bedingungen in groBer Menge Monophosphor- 
glycerinsiure bildet. Die Arbeiten von Nilsson4, Meyerhof{®, Embden? 
und ihren Mitarbeitern erwiesen dann; da die Monophosphorglycerinsaéure 
im Mittelpunkt des Kohlenhydratstoffwechsels des Muskels steht und dai 
ein groBer Teil der experimentellen Eingriffe, wie Halogenessigsiure- 
vergiftung und Natriumfluoridvergiftung, direkt’ ihre Bildung oder ihren 
Weiterabbau beeinflussen. Hierbei muBte aber die quantitative Seite dieser 
wichtigen Fragen vernachlassigt werden, da die Bestimmung der Glycerin- 
saiure auf gréBere Schwierigkeiten st68t und sich im wesentlichen auf eine 
Priparation beschrinkt. Die Methode Josts*, der zur Untersuchung der 
Abhangigkeit des Phosphorglycerinsiiuregehalts des Blutes von der Glykolyse 
einfach den Phosphorgehalt des Bleiniederschlags des Trichloressigsaéure- 
filtrats als Glycerinsiiturephosphor berechnete, ist nicht einwandfrei, wie 
schon Kerr und Daoud® feststellten, und wie ich im Rahmen anderer noch 
nicht veréffentlichter Untersuchungen zeigen konnte. Die Lohmannsche'® 
Methode der Messung der Hydrolysezeiten ist langwierig und setzt ein in 
seinen Komponenten bekanntes System voraus. 

' Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 47, 660, 1914. —- ? Ebenda 47, 1308, 
1914. — 3 J. of biol. Chem. 63, 339, 1925. — 4 Arch. Kemi 10, 7, 121, 1930; 
Angew. Chem. 46, 647, 1933. — ° Diese Zeitschr. 260, 241, 1933; 263, 219; 
264, 456, 1933. -— °O. Meyerhof, Helv. chem. Act. 18, 1030, 1936;0. Meyerhoj 
u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933; 267, 313, 1933; O. Meyerhof 
u. K. Lohmann, ebenda 273, 60, 80, 1934; O. Meyerhof u. W. Kiessling, 
ebenda 276, 239, 1934; 283, 83, 1935. —- 7 Embden u. Mitarbeiter, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 230, 1, 1933. 8 H. Jost, ebenda 165, 171, 1927. — 
® S. BE. Kerr u. L. Daoud, J. of biol. Chem. 109, 301, 1935. 10 K, Loh- 
mann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 
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Eine weitere Nutzanwendung der Glycerinséurebestimmung besteht in 
der Méglichkeit, mit ihrer Hilfe Serin zu bestimmen, das bei der Desami- 
nierung in sie tibergeht. Das hat fiir die Eiweifichemie eine besondere 
Bedeutung, da die Frage der quantitativen Serinbestimmung bis jetzt 
vollkommen ungelést war. Die Literaturwerte stellen Bruchteile des wahren 
Seringehalts der Proteine dar. Von besonderem Interesse ist in diesem Zu- 
sammenhang die Frage der Phosphorproteine, bei denen das Serin eine 
besondere Rolle als phosphorbindende Gruppe spielt, wie Untersuchungen 
von Posternak!, Rimington? und Levene*® gezeigt haben. 

Diese vielfaltigen Méglichkeiten einer brauchbaren Glycerinsaure- 
bestimmung fiihrten mich zu dem Versuch, auf Grund einer spezifischen 
Farbreaktion eine kolorimetrische Bestimmungsmethode auszuarbeiten. 
Die von E. Eegriwe* angegebene Farbreaktion mit Naphtoresorcin und 
konzentrierter Schwefelsiéure erschien mir in dieser Richtung nach- 
priifenswert. Thre groBe Empfindlichkeit — noch mit 10 y lieB sich eine 
deutliche blaue Farbe erzielen — lieB sie fiir biologische Zwecke be- 
sonders geeignet erscheinen. Die Versuche iiber ihre Spezifitat zeigten, 
daB die blaue Farbe fiir die Glycerinsaure selbst, wie auch fiir den Mono- 
und Diphosphorsiureester spezifisch ist. Keine andere untersuchte 
Substanz gab diese Reaktion. Versuche wurden angestellt mit Brenz- 
traubensaure, Glycerin, Glykol, «- und B-Oxybuttersaure, Milchsaure, 
Glyoxylsiure, Apfelsiure, Citronensaure, Lavulose, Glucose, Galak- 
tose, Buttersiure, Propionsiure, Glykuronsiure, Hexose-Di- und 
Morophosphorséure und verschiedenen desaminierten Aminosauren. 
Als stérend erwies sich vor allem die Glykolsiure, die eine starke 
braune Farbe mit dem Reagens gibt. Das ist auch der Grund, 
warum diese Bestimmung bei den meisten EiweiSkérpern, in denen das 
Glykokoll weitaus das Serin iiberwiegt, nicht verwendbar ist. Beim 
Serizin jedoch mit seinem groBen Serin- und niedrigen Glykokoll- 
gehalt lieB sie sich sehr gut verwenden. Die Ergebnisse dieser Be- 
stimmung sind an anderem Orte veréffentlicht. Weiter lieB sie sicn bei 
stirker abgebauten Hydrolyseprodukten des Caseins und Vitellins zur 
Untersuchung der Phosphorbindung dieser EiweiBkérper anwenden. 
Fir die quantitative Auswertung der Reaktion erwies es sich als 
notwendig, die urspriingliche Vorschrift von Hegriwe weitgehend zu 
verandern : 

1. Es zeigte sich, daB maximale Farbentwicklung nur bei absoluter 
Trockenheit der Probe zu erreichen ist, sonst erhalt man schwachere 
und griinliche Téne. 


1 S.u. Th. Posternak, C. r. 184, 306, 909; 185, 615; 186, 1762; 187, 313. 
— *% C0. Rimington, Biochem. J. 21, 1179, 1187. —- * P. A. Levene u. 
F. Lippmann, J. of biol. Chem. 98, 109, 1932: P. A. Levene u. P. W. Hill, 
ebenda 101, 711, 1933. — 4 Z#. Hegriwe, Zeitschr. f. anal. Chem. 95, 323, 
1933. 
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2. Die Konzentration des Reagens muBte verzehnfacht und die 
Menge der konzentrierten Schwefelsiure auf ein Minimum beschrankt 
werden, da diese mit dem Reagens eine ge1inge Eigenfairbung gibt. 

3. Die Erhitzungsdauer im siedenden Wasserbade wurde auf 
1 Stunde ausgedehnt. 

Die Versuche tiber die optimale Konzentration fiir die Kolorimetrie 
ergaben, daB zwischen 150 und 400 y Glycerinséure das Optimum der 
Farbreaktion liegt. Die gewaihlten Mengenverhiltnisse sind hierauf zu- 
geschnitten. Diese Versuche fiihrten zu folgender Vorschrift: 


Kine zwischen 150 und 400 y liegende Menge Glycerinsaure wird in ein 
mdoglichst breites und niedriges Reagensglas, ein sogenanntes Wassermann- 
Réhrehen, hineinpipettiert. Es werden 2 Tropfen Salzsiiure zugesetzt, um 
fliichtige Sauren zu vertreiben (z. B. salpetrige Saéure). Nun wird die Probe 
im Wasserbad getrocknet, was nicht linger als 1 Stunde in Anspruch nimmt. 
Der Riickstand wird erneut mit 2 Tropfen konzentrierter Salzsiure be- 
feuchtet, wieder getrocknet und danach noch % Stunde im Wasser- 
bad belassen, um die freie Salzsaéure, die die Reaktion stért, vollkommen zu 
vertreiben. In die trockenen Wassermann-Réhrchen werden 2 cem einer 
frisch bereiteten 0,1 %igen Lésung vom Naphtoresorcin in konz. Schwefel- 
siure hineinpipettiert. Die so beschickten Reagensgliser kommen fiir 
I Stunde in ein schwach siedendes Wasserbad. Die blaugefiarbte Lésung wird 
in ein 25 eem-MeBk6lbchen tiberfiihrt, wobei auf sorgfaltiges Abtropfen der 
Schwefelsiure zu achten ist, die Réhrchen erneut mit konz. Schwefelséiure 
ausgespiilt, wobei jedesmal auf mdglichst vollstaéndiges Abtropfen zu 
achten ist. Die Kolorimetrie erfolgt im Dubosque-Kolorimeter bei 20 mm 
Kinstellung. Die Vorschrift zur Serinbestimmung in Hydrolysaten ist wie 
folgt zu modifizieren: Das zur Beseitigung der Dicarbonséure nach Fore- 
mann und sodann mit Phosphorwolframsiure vorbehandelte Salzséure- 
hydrolysat wird in Anlehnung an die Vorschrift von F'riedemann und Kendall 
desaminiert: Eine entsprechende Menge Hydrolysat (z. B. entsprechend 
20 mg Serizin) wird in ein 25 cem-MeBkélbchen gebracht, mit 6 Tropfen 
konz. Salzsiiure versetzt und in einem siedenden Wasserbad mit 5 cem 
2,5°,iger Natriumnitritlésung tropfenweise versetzt, dadurch desaminiert 
und sodann bis zur Marke aufgefiillt. Davon gelangen sodann je 5 cem zur 
Analyse. Sie werden in ein Wassermann-Rohrchen hineinpipettiert und 
nach obiger Vorschrift behandelt. 

Vorschrijt fiir Phosphorglycerinsdurebestimmung im Blute. 5 ccm 
defibriniertes Blut werden mit dem gleichen Volumen 20 °,iger Trichloressig- 
siure enteiweiBt und mit dem dreifachen Volumen destillierten Wassers 
versetzt. Vom Filtrat werden 15 cem in ein Zentrifugenglas gebracht (wir 
benutzen Zentrifugengliser von 11,5 em Lange und 2em Weite mit etwas 
ausgezogenem Boden). Es werden 2 Tropfen Methylorange zugefiigt und 
das Filtrat mit Natronlauge bis zur Orangefarbung neutralisiert. Wir 
gingen dabei so vor, da wir tropfenweise aus einer Pipette mit 30° iger 
Natronlauge gerade alkalisch machten und die Feinneutralisierung mit 
Trichloressigsiure und n/1l Natronlauge vornahmen. Zur Fallung der 
Phosphorglycerinséure wurde mit 2 ccm gesattigter Bleizuckerlésung versetzt 
und zur vollstandigen Fallung 10cem 96 °,iger Alkohol zugefiigt. Die Fallung 
soll méglichst einen Tag lang stehen bleiben. Der Niederschlag wird sodann 








ein 
wn- 
am 
ybe 
nt. 
he- 
er- 
VAN 
ner 
fel - 
fiir 
ird 
der 
ure 


nm 
wie 
Te - 
ire- 
lall 
ond 
fen 
em 
ert 
zur 
ind 


em 
sig - 
ers 
wir 
vas 
ind 
Wir 
ger 
mit 
der 
tzt 
ing 
ann. 





Bestimmung der Glycerinséiure in freier und veresterter Form. 409 


abzentrifugiert, einmal mit etwa 3 ccm destillierten Wassers unter griind 
lichem Aufwirbeln gewaschen, wieder abzentrifugiert und noch einmal mit 
etwa 2cem Wasser aufgewirbelt und durch Einleiten von Schwefelwasserstoff 
mit Hilfe einer Kapillare zersetzt, was etwa 15 Minuten dauert. Die Kapillare 
wird kurz abgespritzt, der Inhalt des Zentrifugenglases durch ein kleines 
Faltenfilter in ein 10 cem-MeBk6lbchen filtriert, nach vollstindigem Ab- 
flieBen dreimal nachgewaschen und aufs Filter gebracht und schlieBlich bis 
zur Marke aufgefiillt. Zur Analyse gelangen je nach der Art des Blutes ver- 
schiedene Mengen. Fiir Menschenblut werden 3 ecem Filtrat, d. i. 0,9 cem 
Blut, fiir Schweine- oder Pferdeblut 2 ccm Filtrat, d.i. 0,6cem Blut ge- 
nommen. Die Weiterbehandlung erfolgt nach obiger Vorschrift. 

Im Muskel fiihrten die Versuche zur quantitativen Bestimmung zu 
keinem Erfolg, da eine Mibfarbung eintritt. Eine Abanderung der 
Methode mit Hilfe des Stufenphotometers ist in Arbeit und soll ihre 
Anwendung auch auf kleinere Mengen, sowie Medien mit starker Eigen- 
farbung erméglichen. 

Versuche. 
A. Belege zur Bestimmung der Glycerinsdure. 

Das unreine Bleisalz der Glycerinsiure wird durch mehrfaches Um- 
kristallisieren gereinigt, eine analytisch abgewogene Menge mit berechnete: 
Menge Schwefelséure versetzt und durch ein quantitatives Filter in einen 
MeBkolben filtriert und bis zur Marke aufgefiillt. 








~~ Gefundener Wert ~~ Gefundener Wert 
150 150 (100%), 154,5 (103 %) 480 468 ( 97,5°,) 
180 180 (100 °,) 540 572 (106 %) 
300 300 (100 °,) 609 608.4 (101.4%) 
420 429 (100%) 900 861,3 ( 95,7 °,,) 
450 441 ( 98%), 432 ( 96%) 


B. Belege zur Bestimmung der Monophosphorglycerinsdure. 


Das Bariumsalz der Monophosphorglycerinsiure wurde aus Hefe nach 
der Angabe von Newberg und Kobel (|. c.) in schéner, nach einmaligem Um- 
fillen analysenreiner Form gewonnen. Eine analytische Einwaage wurde 
mit berechneter Menge Schwefelséure versetzt und nach Filtration in einen 
MeBkolben aufgefiillt. 





Theore- Theore- 
tische Gefundener Wert tische Gefundener Wert 
Menge Menge 


160 162 (101%), 168,6 (102 %)]| 334 | 324( 97 %) 
253 253 (100%), 252 ( 99,6%)] 422 | 401 (95 %), 422 (100°,) 
300 300 (100 °,) 450 | 470 (1045 %) 


C. Belege zur Bestimmung des Serins. 
Eine auf der Mikrowaage eingewogene Menge Serin wird in ein 25 cem- 
MeBk6lbchen iiberfiihrt, in etwa 10 cem Wasser gelést, mit 6 Tropfen konz. 
Salzsaéure versetzt und, wie oben angegeben, weiter behandelt. 


97 * 








410 S. Rapoport. 





Theoretische Menge Gefundener Wert Theoretische Menge Gefundener Wert 


281 286,6 (102 %) 350 350 (100%) 
306 300 ( 98%) 510 489,6 ( 96°.) 


D. Belege fiir die Phosphorglycerinsdurebestimmung im Blute. 


Es wurden verschieden groBe Mengen Schweineblut zur Fallung ge- 
bracht und nach der oben angegebenen Vorschrift behandelt, um den 
cjuantitativen Charakter aller der Kolorimetrie vorangehenden Mainahmen 
sicherzustellen. 





Verwendete Menge Blut Gefundener Glycerinsituregehalt 
50 cem 49,0 mg-% 
MD 48,0 , 
Dy 458 , 


Versuche mit Zusatz von Monophosphorglycerinsaure. 
1. 5eem Menschenblut werden mit einer 670 y entsprechenden Phos- 
phorglycerinsituremenge versetzt und nach der Vorschrift behandelt. 


Grundwert des Blutes ....... .. 21,img-% 
Theoretischer Zusatzwert ...... . 344 ,, 
PR OD Rg eas ens ie ore? lies SRR a 


2. 5cem Menschenblut werden mit einer 3350 entsprechenden 
Phosphorglycerinsiuremenge versetzt. , 


Grundwert des Blutes ....... . 21,3mg-% 
Theoretischer Zusatzwert . .... . . 88,3 ,, 
CIUNNIINL  os ge ha  a eas ices Sh ee a 


Zusammenfassung. 

Auf Grund der Hegriweschen Farbenreaktion der Glycerinséure mit 
Naphtoresorcin und konz. Schwefelsiure ist éine kolorimetrische Be- 
stimmungsmethode ausgearbeitet worden, die die genaue Bestimmung 
von Glycerinséiure sowie die ihrer Mono- und Diphosphorsaureester 
im Blute erméglicht. 

Da Serin durch Desaminierung quantitativ in Glycerinséure tber- 
geht, gelingt es bei sinngemaiSer Anwendung der Methode, auch das 
Serin im Protein zu bestimmen!. 


1 Vgl. meine Arbeit ,,Uber die Bestimmung der Summe von Glykokoll 
und Serin‘‘, diese Zeitschr. 281, 30, 1935. 
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Uber Phosphorglycerinsiure 
als Transportsubstanz des Blutphosphors und ihr Verhalten 
bei experimenteller Ammonchloridazidose. I. 
Von 
S. Rapoport. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1936.) 


Die Bemiihungen der Forscher, die sich mit dem Phosphorstoff- 
wechsel beschaftigen, sind schon seit langem darauf gerichtet, jene 
organische Verbindung ausfindig zu machen, die als Transportsubstanz 
des Phosphors anzusprechen ist. 


DaB die Ausscheidung des Phosphats durch die Niere keine Kon.- 
zentrationsarbeit am Phosphat-Jon darstellt, konnten bereits Robison! und 
Brull-Eichholz? zeigen. Ebenso unwahrscheinlich ist die Annahme, dai die 
Zufuhr und Herauslésung des Phosphats aus dem Knochengewebe in Form 
von anorganischem Phosphat erfolgt, um so mehr, als vielfache Unter- 
suchungen, darunter vor allem jene von Robison! und Kay*, das Vorkommen 
eines organische Phosphorséureester spaltenden Ferments in vielen Geweben, 
in besonderer Aktivitat aber in Knochen, Darm und Niere nachweisen 
konnten. Die Suche nach dieser fraglichen organischen Verbindung fiihrte 
zu verschiedenen Hypothesen. So wurde bald Hexose-Mono- oder Di- 
phosphat oder Glycerinphosphorséureester als Muttersubstanz des an- 
organischen Phosphors angesprochen. Als Anhaltspunkt dafiir wurde deren 
enzymatische Angreifbarkeit angesehen. doch ist einerseits ihre Menge im 
Blute vergleichsweise so gering, da die Vorstellung, daB diese Verbindungen 
als Vorratsstoffe dienen sollen, unleugbare Schwierigkeiten hat, andererseits 
fehlen alle Hinweise auf Veranderlichkeit ihrer Menge im Blute bei not- 
wendigerweise sie beanspruchenden Stoffwechselveranderungen. Seit Green- 
walds* Entdeckung der Diphosphorglycerinsiure in roten Blutkérperchen 
und dem Nachweis, daB etwa 50°, des gesamten saureléslichen Phosphors 
aus dieser Substanz bestehen, fehlt es auch nicht an Vermutungen, die diese 
Substanz fiir den Phosphortransport im Blute verantwortlich machen 
wollen. Auch sie hatten ihre Schwierigkeiten: 1. Die Substanz ist nur in 
den Blutkérperchen vorhanden. 2. Sie ist von der Phosphatase des Blutes 
wie auch von der der Knochen nicht spaltbar. Nach Jost® soll sie nur von 
Nierenphosphatase in erheblichem Ausmafe gespalten werden, doch zeigten 
Bakwin und Bodansky®, daB sie auch von Darmphosphatase in groBer 
Starke gespalten wird und da auch Knochen- und Blutphosphatase eine, 
wenn auch um vieles geringere, spaltende Fahigkeit fiir diese Verbindung 
besitzen. Besonders beachtenswert ist dabei, dai die Knochenphosphatase 


! Robison, Biochem. J. 17, 286, 1923; 18, 740, 1923; Robison u. M. Mart- 


land, ebenda 21, 665, 1927. — * Brull u. Eichholz, Proc. Roy. Soc. 99, 70, 91, 
1925. — 3? H. D. Kay, Biochem. J. 22, 855, 1928. —- 4 J. Greenwald, J. of 
biol. Chem. 68, 339, 1925. — ° H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 


171, 1927. — ° O. Bodansky u. H. Bakwin, J. of biol. Chem. 104, 747, 1934. 
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ein Optimum von py 7,5 fiir Diphosphorglycerinséurespaltung besitzt, 
welches somit deutlich verschieden ist von dem bei physiologischen Prozessen 
nie vorkommenden Optimum von 8,8 bis 9,2, das dieses Ferment fiir die 
sonst gepriiften Substrate Glycerinphosphorséure und Hexosemonophosphor- 
siiure hat. Die zuerst von Jost geéiuBerte Vermutung, da die Diphosphor- 
glycerinsiiure eine Bedeutung fiir die Ausscheidung der Harnphosphate 
habe, stiitzt sich einzig und allein auf die angeblich spezifische enzymatische 
Angreifbarkeit dieser Verbindung durch Nierengewebe. Er selbst glaubte 
an ihre vorwiegende Bedeutung fiir die Glykolyse. Ein ernster Versuch des 
Nachweises ihrer Funktion wurde bisher nicht angestellt. 

In der Literatur hatte sich als Ergebnis aller dieser Theorien eine 
Anschauung durchgesetzt, die vermittelnd meinte, daB die organischen 
Phosphorsadureester nach MaBgabe ihres Anteils am Blutphosphor am 
Transport, an der Ausscheidung und als Reservesubstanz sich be- 
teiligen, wie es auch ahnlich schon von Jost formuliert worden ist. 

Die Ausarbeitung einer kolorimetrischen Bestimmungsmethode fiir 
(:lycerinsdure, wie auch fiir ihre Phosphorsaureester erméglichte es mir, 
die Untersuchung dieser Probleme von neuem aufzunehmen. Als erste 
Aufgabe stellte ich mir, den Nachweis der Funktion der Diphosphor- 
glycerinsdure als Reservesubstanz zu erbringen. Ich bediente mich dazu 
der experimentellen Ammonchloridazidose, durch die bekanntlich eine 
starke Phosphatausschwemmung in den Harn hervorgerufen wird, wie 
schon Haldane-Wiggleworth-Woodrow! und Kay? sowie Dennig, Bill 
und T'albot® in einer anderen Fragestellung festgestellt haben. Die 
Autoren hatten damals eine starke Abnahme des Gesamtphosphors im 
Blute neben einer betrachtlichen Eindickung des Blutes festgestellt. 
Kay hat den gréBten Teil der Verluste auf eine von Knochenphosphatase 
spaltbare Fraktion der Phosphorsaureester zuriickgefiihrt. Ich stellte 
einen eigenen Versuch in ahnlicher Weise an. 


, Methodik. 


An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden je 20 g Ammoniumchlorid 
in Form von Gelamontabletten (0,4 g Ammonchlorid enthaltend), auf einen 
Zeitraum von 10 St inden verteilt, zugefiihrt. Am Morgen des ersten Tages 
wurde eine Niichternblutentnahme zur Feststellung des Ausgangswertes vor- 
genommen. An jedem der drei Versuchstage und nach Aufhéren der 
Ammonchloridzufuhr an sechs folgenden Tagen wurde allmorgendlich um 
8h 15’, 1'/, Stunden nach dem Aufstehen, eine Blutabnahme im niichternen 
Zustande im AusmaB von 15 bis 20 eem gemacht. Eine letzte Probe wurde 
am 18. Tage nach Beginn des Versuchs als Kontrolle der vollsténdigen 
Wiederherstellung der Blutzusammensetzung entnommen. 

Ein Teil des entnommenen Blutes kam sofort zur Bestimmung des 
Blutkérperchenvolumens in Hamatokritréhrchen, der Rest wurde sofort 
mit gleicher Menge Trichloressigséure enteiweiBt und mit zwei Volumina 


| Proc. Roy. Soc. Serie B, 96, 1, 1924. — ? H. D. Kay, Biochem. J. 18, 
1133, 1924. — *® Arch. f. exper. Pharm. 144, 297, 1929. 
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destillierten Wassers versetzt und nach einer halben Stunde im Eisschrank 
filtriert. Die Bestimmung des anorganischen Phosphors wurde noch am 
selben Tage nach der Methode von Fiske-Subbarow ausgefiihrt ; hierzu wurde 
die Gesamtphosphorséiure und die Phosphorglycerinséure von den ersten 
9 Tagen gesammelt und die Bestimmung zusammen ausgefiihrt. Wahrend 
dieser Zeit wurden die Filtrate im Eisschrank aufbewahrt, wobei, wie vorher- 
gehende Versuche gezeigt hatten, keine Zerst6rung der Diphosphorglycerin- 
siure eintritt. Die Kontrollprobe, die weitere 10 Tage spiter entnommen 
worden war, wurde fiir sich allein verarbeitet. Fiir die Phosphorglycerin- 
siurebestimmung wurden 20 ccm Filtrat in ein Zentrifugenglas pipettiert, 
mit Bleiacetat gefallt, nach Zentrifugieren mit Schwefelwasserstoff zersetzt 
und in der Zersetzungsfliissigkeit in einer 1 com Blut entsprechenden Menge 
Diphosphorglycerinsiure, wie in der methodischen Arbeit naiher beschrieben, 
bestimmt. Wahrend der ersten 10 Tage wurde auch der Harn gesammelt 
und seine Menge wie auch sein Phosphorgehalt bestimmt, um eine an- 
nahernde Vorstellung von dem Ausmafs der Phosphorausscheidung zu haben. 


Besprechung der Ergebnisse. 


In den Tabellen sind vor allem die Spalten beachtenswert, aus denen 
sich ergibt, da der gesamte Phosphorséureverlust des Blutes von 
Diphosphorglycerinsaure gedeckt wird, wenn die Annahme zu Recht 
besteht, daB die gesamte Glycerinsdure als Diphosphorglycerinséure 
vorhanden ist. 

Sehr interessant erscheint der mit dem Aussetzen der Ammon- 
chloridzufuhr auftretende Unterschied zwischen dem beobachteten und 
dem aus dem Glycerinsiureverlust berechneten Phosphorverlust, der 
zweifelsohne die Fehlergrenzen weit iiberschreitet. Fiir diese Differenz 
bieten sich drei Erklarungsméglichkeiten: 1. Es ist méglich, daB aus 
der Diphosphorsaureglycerinsiure zum Teil nur eine Phosphorsaure 
abgespalten wird, wodurch in der Berechnung ein zu kleiner Phosphor- 
verlust vorgetaéuscht wird. Dagegen spricht, da8 die Abweichung erst, 
beim Tiefpunkt beginnend, in dem aufsteigenden Schenkel der Kurve 


Tabelle I. Werte im Vollblut. 





: : P aus Aus Glycerin- 

Th: get | Aaa, | eee | Meee | SSeseeae | Sees Bema: 

rechnet des Gesamt-P 
8. II.* 44,0 3,51 | 26,84 26,03 15,23 56.7 
4. II.* 46,8 3,48 24,02 20,31 11,88 49.5 
5. H.* 49,0 3,95 24,41 19,42 11,36 46,5 
6. IT. 50,6 3,72 21,68 17,28 10,11 46,6 
eo. 48,4 2,80 21,21 19,51 11,41 53.8 
8. IL. 46,6 2,71 22,47 20,26 11,85 52,6 
9. I. 46,2 2,84 23,64 20,82 12,18 51,5 
10. II. 45,8 2,46 23,60 21,85 12,78 54,2 
11. II. 42,0 2,41 22,40 21,80 12,75 56,9 
20. If. 44.1 3,72 26,84 25,92 15,16 56,5 


* An den mit diesem Zeichen versehenen Tagen wurden je 20 g Ammoniumchlorid zu- 
gefiihrt. 
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Tabelle Il. Alle Werte sind auf Blutkérperchenvolumen = 100°, 
berechnet. 





Verlust in P-Verlust P-Wert 
i 


Pane | amecie des Dereshast (ins | Stree. 
anischer| Glvycerin- Mwearin- ganische S dé > siure-W 
Tag Orepigeher Ole” lazer” (Fuberogenlyear- es ‘nds 
auf den siiure- ‘ sgangs- 
berechnet Ausgangs-| werten gangs- a 
wert in mg-°'9 ; 
3. IL* 53,0 59,20 35,52 0,00 0,00 100 100 
4. IL* 43,9 43,46 26,08 — 9,20 — 9,44 83 73,5 
S, TL” 41,8 39,63 23,78 — 11,20 -— 11,74 79 68 
6. II. 35,5 34,14 20,48 — 17,50 | — 15,04 67 57,5 
(ce ie 38,1 40,31 24,19 — 14,99 — 11,33 72 68 
8. IL. 42,4 43,48 26,09 — 10,69  — 9,43 80 73,5 
9. IL. 45,0 45,07 27,04 — 800 — 8,48 85 76 
10. IL. 46,1 47,71 28,63 | — 690 — 689 87 80,5 
i & eh is 47,6 52,00 31,20 — 540 > — 4,382 90 88 
20. II. 52,5 58,65 35,19 — 550 — 0,33 99 99 


* An den mit diesem Zeichen versehenen Tagen wurden je 20 g Ammoniumchlorid zu- 
. : _ Gesamt-P— Anorganischer P 
gefiihrt. ** Der organische Phosphor wurde nach der Formel ———— - Lie 
Himatokritwert 


berechnet. 


Tabelle IIT. Harnmenge und Phosphorausscheidung. 





Datum | Harnmenge in cem, Harn-P in mg Datum Harnmenge incem Harn-P in mg 
Si? 1710 1266 .8. II. 850 680 

4. II.* 2760 1515 9. II. 580 527 

§. Il. * 2260 1584 10, IT. 710 596 

Os 44. 1080 981 i Ire 6 _ 850 620 

ay bP 990 707 





* Siehe vorherige Tabellen. 


der Phosphorwerte auftritt. 2. Es beteiligen sich auch noch andere 
Phosphorverbindungen am Phosphorverlust. “Auch dagegen spricht 
die nur an 2 Tagen, und da im aufsteigenden Schenkel, auftretende 
Differenz. 3. Die allerwahrscheinlichste Méglichkeit ist, daB sofort nach 
Aussetzen der Ammonchloridzufuhr der Aufbau der Diphosphor- 
ylycerinsaure in stiirmischer Weise eintritt, iiber die Zwischenstufe der 
Monophosphorglycerinsaure fiihrend, die dann in diesen 2 Tagen im 
Blute faBbar erscheint. Die Entscheidung wird jedoch vor allem experi- 
mentell zu treffen sein. 

Der anorganische Phosphor im Blute ist wahrend der Mobili- 
sierung des Phosphors in den Harn erhéht, in der Restitutionsphase 
deutlich erniedrigt. Er ist somit nur ein Gradmesser der Spaltungs- 
tendenz, ohne daB seine Héhe etwas iiber den der Spaltung zugrunde 
liegenden ProzeB aussagen wiirde. 

Der Vergleich mit dem Versuch von Haldane und Kay zeigt ein 
sehr ahnliches Bild mit ganz ahnlichen absoluten Werten und mit dem 
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Unterschied, daB die Erholungsphase in meinem Versuch ganz bedeutend 
verlangert ist, was wohl mit individuellen Unterschieden der Versuchs- 
personen zu erklaren ist. Ebenso zeigen das Verhalten des anorganischen 
Phosphors im Blute und Harn und das Blutkérperchenvolumen sowie die 
subjektiven Symptome vollkommene Ubereinstimmung mit dem 
Versuch von Dannig, Bill, Talbot. 


Zusammenfassung. 


Aus dem Versuch diirfte hervorgehen, daB nicht nur ein Teil des 
Phosphorsaureverlustes im Blute, sondern der gesamte Phosphorverlust, 
der durch Ammonchloridazidose verursacht wird, auf das Verhalten der 
Diphosphorglycerinsaure zuriickzufiihren ist. Damit wird die Annahme 
einer spezifischen, als Phosphortrager dienenden Substanz, deren 
Menge — den Anforderungen des Stoffwechsels entsprechend ver- 
anderlich sein soll, sehr gestiitzt. Die Diphosphorglycerinsdure dient 
offenbar diesem Zwecke}. 


1 Die nachsten Versuche werden den Fragen der Entstehung dieser 
Substanz, ihre: enzymatischen Angreifbarkeit, und dem genauen Abbau- 
mechanismus gewidmet sein. Vor allem aber bilden die Versuche iiber die 
Veranderlichkeit ihrer Menge im Blute bei Tetanie, Rachitis, D-Vitamin- 
gaben, Parathyreoideazufuhr, sowie tiber Stoffwechselverainderungen azidoti- 
scher Richtung den Gegenstand laufender Untersuchungen. 








Uber Phosphorglycerinsiure 
als Transportsubstanz des Blutphosphors und ihr Verhalten 
bei experimenteller Ammonchloridazidose. II. 


Von 
S. Rapoport. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8, Dezember 1956.) 


Die erste Mitteilung beschaftigte sich mit dem Verhalten der 
Phosphorglycerinsaéure im Menschenblut bei experimenteller Ammonium- 
chloridazidose. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daB die durch 
diese Azidose hervorgerufene Senkung des Gesamtphosphorspiegels 
im Blute vollstandig auf eine entsprechende Verminderung der Phosphor- 
glycerinsaéure zuriickzufiihren ist. Die vorliegende Arbeit ist auBer der 
nochmaligen Bestatigung der Grundtatsache der Bedeutung der Phos- 
phorglycerinsaure fiir den Phosphorgehalt des Blutes, auch der Unter- 
suchung der Veraénderung der Kinetik der Wiederherstellung des Phos- 
phorspiegels durch Natriumphosphatgabe gewidmet. Weiter soll das 
regelmaBige Auftreten der friiher in der Wiederherstellungsphase ge- 
fundenen Abweichungen nachgeprift werden. 


Methodik. 


Die Methodik war dieselbe wie beim vorhergehenden Versuch. Nach 
drei Ammonchloridgaben, bei denen je 20g Ammonchlorid in Form von 
Gelamonpastillen zugefiihrt wurden, wurden am vierten Tage 70g einer 
Mischung aus primérem und sekundirem Phosphat, in 200 cem Wasser 
gelést, zugefiihrt. Die Blutentnahme erfolgte jeden Tag um 8b 15’ in 
niichternem Zustande, 2'/, Stunden nach der Phosphatgabe erfolgte eine 
nochmalige Blutentnahme. An zwei folgenden Tagen wurden Blutent- 
nahmen durchgefiihrt, 3 Tage spater noch eine, 4 weitere Tage spater eine 
letzte. Die weitere Verarbeitung des Blutes erfolgte in derselben Weise wie 
im ersten Versuch. Auch hier wurde der Harn gesammelt und seine Menge 
und sein Phosphorgehalt bestimmt '. 

! Hierbei wurde festgestellt, daB die Blutentnahme an den Tagen mit 
stark ausgepraigter Azidose mit besonderen Schwierigkeiten, bedingt durch 
sehr langsames FlieBen und besonders rasche Blutgerinnung, verbunden ist, 
was jedoch nach Aussetzen der Ammonchloridzufuhr noch vor jeder weit- 
gehenden Verinderung des Hamatokritwertes nicht mehr der Fall ist. 
Besonders deutlich war es bei diesem Versuch, bei dem am vierten Tage bei 
der niichternen Blutentnahme um 815’ eine besonders leichte Gerinn- 
barkeit des Blutes auftrat, so daB nicht mehr als 8cem Blut und nur 
unter groBen Schwierigkeiten gewonnen werden konnten, wihrend 2 Stunden 
spiter nach vorhergegangener Phosphatgabe eine ganz besondere Diinn- 
fliissigkeit und langsame Gerinnbarkeit auftrat. Diese Beobachtung er- 
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Besprechung der Ergebnisse. 

Die Tabellen zeigen, daB auch in diesem Versuch der gesamte Abfall 
des Blutphosphors von der Diphosphorglycerinséiure getragen wird. 
Die Erniedrigung des Phosphorspiegels in absoluter Menge war genau so 
groB wie im letzten Versuch, infolge eines niedrigeren Ausgangswertes 
prozentual aber von viel gréBerem Ausma8. Wahrend im vorigen Ver- 
such der Gesamtphosphor sich um 20 °,,, die Glycerinsaure sich um 34°, 
vermindert hatte, oder auf Blutkérperchenvolumen 100°, um- 
gerechnet, der organische Phosphor eine Abnahme von 33 °,,, die Glycerin- 
siure eine solche von 42,5°,, zeigte, sind die Werte in diesem Versuch 
fiir Gesamtphosphorabnahme 26°,, fiir Glycerinsiure 5/°,, oder auf 
Blutkérperchenvolumen = 100°, berechnet, fiir organischen Phos- 
phor 39°,, fir Glycerinsiure 60°,. Bemerkenswert ist der rasche 
Anstieg des organischen Phosphors nach peroraler Phosphatgabe. 
Der organische Phosphor, auf Blutkérperchen berechnet, stieg in einem 
Tag um 10 mg-°,, das ist von 61 auf 86°, des Ausgangswertes, wahrend 
er im vorigen Versuch nur um 2,6mg-%% oder von 67 auf 72°, des Ausgangs- 
wertes gestiegen war. Die Glycerinsdure stieg um 23 mg-°,, das ist von 
40 auf 88°, ihres Ausgangswertes, wogegen sie im vorigen Versuch 
nur um 6mg-°, oder von 57,5 auf 68°, gestiegen war. Diese Werte 
zeigen ganz deutlich die schnelle Reaktion des Organismus auf das zu- 
gefiihrte Antidotum, wobei das anorganische Phosphat in starkem Mabe 
in organisches Phosphat verwandelt wird, und beweisen durch die gleich- 
zeitige auBerordentlich groBe Glycerinsiurezunahme erneut ihren engen 
Zusammenhang mit dem Phosphorstoffwechsel. 

Der Unterschied im Anstieg der Glycerinsiure und des Phosphors 
ist bei der Annahme, dab die gesamte Glycerinsdure als Diphosphor- 
glycerinsaéure vorliege, in diesem Versuch noch auffallender. Auch hier 
geht der Anstieg der Glycerinsiure dem Phosphoranstieg weit voraus. 
Nachdem mit meiner Methode (Bleifillung der Phosphorsdureester im 
Trichloressigsaurefiltrat des Blutes) nur mit Phosphorsaiure gepaarte 
Glycerinséure bestimmt wird, ist diese Differenz ein starker Hinweis 
fiir das Auftreten von Monophosphorglycerinsdure als Zwischenprodukt. 
Wenn man die entsprechende Berechnung durchfiihrt, so wire im Maxi- 
mum der Diskrepanz ihre Menge mit 5mg-°,, pro 100 ccm Blutkérperchen, 
das sind etwa 10 bis 15°, der Gesamtglycerinséure, zu veranschlagen. 

Der anorganische Phosphor zeigte auch hier nur sehr geringe An- 
derungen. Bemerkenswert ist, daB seine Steigerung nach der Phosphat- 


fahrt eine Beleuchtung durch die Arbeit von O. Riesser im Arch. f. exper. 
Pharm. 179, 748, 1935, welcher durch intravenése Zufuhr von n/80 Salz- 
saéure oder Essigsiiure eine starke Gerinnungsbeschleunigung hervorrufen 
konnte. 
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gabe im AusmaB von 3 mg-°,, am nachsten Tag schon auf den Ausgangs- 
wert zuriickgegangen ist. Im Stadium der Wiederherstellung sind auch 
hier niedrigere Werte beobachtet worden, die um 1 mg-°, unter dem 
Ausgangswert liegen. 

Die Hydraimiekurve zeigt eine steigende Eindickung des Blutes 
wahrend der Ammonchloridzufuhr, die in der Restitutionsphase einer 
starken Verdiinnung Platz macht. Im Zeitpunkte ihrer starksten Aus- 
bildung erreicht auch der anorganische Phosphor sein Minimum. 


Zusammenfassung. 


Es wurde festgestellt, daB die durch eine Ammonchloridazidose 
hervorgerufene Abnahme des Gesamtphosphors im Blute aus einer Ab- 
nahme der Diphosphorglycerinsaure erklart werden kann. 

Nach Zufuhr eines neutralen Gemisches von primaren und sekun- 
daren Natriumphosphaten per os steigt die Phosphorglycerinsdure in 
den roten Blutkérperchen schnell wieder an. Dieser Ausgleich erfolgt um 
ein Vielfaches schneller als es ohne Zufuhr des Phosphats spontan 
geschieht. 











Zur Frage der Phosphorbindung in Phosphorproteinen. 
Von 
S. Rapoport. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8, Dezember 1936.) 


Schon frithzeitig beschaftigte sich die physiologische Chemie mit der 
Natur und Konstitution der Phosphorbindung der Eiwei®Bkérper. Vor allem 
wurden das Vitellin und Casein wegen ihres relativ hohen Phosphorgehalts 
(etwa 1°.) sowie ihrer biologischen Bedeutung untersucht. Die Versuche, 
phosphorreichere Fraktionen aus ihnen zu gewinnen, gehen auf EF. Sal- 
kowski! zuriick, der durch peptische Verdauung des Caseins ein Pepton mit 
einem Phosphorgehalt von 4°, gewinnen konnte. Eine chemische An- 
reicherung gelang P. A. Levene und Alsberg? beim Vitellin. Sie konnten 
durch zweistiindige Einwirkung von Ammoniak bei Zimmertemperatur ein 
saures Produkt, Vitellinséure, mit einem Phosphorgehalt von etwa 10°, 
gewinnen., F 

Erst viele Jahre spiaiter wandten sich S. und 7h. Posternak® und etwas 
spiter und unabhingig davon C. Ranington 4 von neuem diesen Problemen 
zu, wobei sie beide fermentative Methoden benutzten. Die Ansicht von 
Posternak war, dai im Vitellin wie auch im Casein nur das Serin einen 
Anteil an der Phosphorbindung habe, wobei aber mehrere Serinphosphor- 
siuren zu einer Polypeptidphosphorséiure zusammengekoppelt sein sollen. 
Doch wurden schliissige Beweise fiir diese Ansicht nicht erbracht. Dem- 
gegeniiber glaubte Rimington aus seinen Versuchsergebnissen auf die An- 
wesenheit von Oxyglutaminsiure, Oxyaminobuttersiure, sowie auch Serin 
schlieBen zu kénnen, die in dem Verhiiltnis 3 Oxyglutaminsiure zu 4 Oxy- 
aminobuttersdure zu 2 Serin zu einem Monopeptid miteinander verbunden 
sein sollten, wobei auf diesen Komplex drei Phosphorséuren entfallen sollen. 

Im Jahre 1932 gelang es P. A. Levene und fF. Lippmann®, durch zehn- 
stiindige Einwirkung von 2n Salzsaéure bei Siedehitze auf Vitellinsaiure 
reine Serinphosphorsaure zu isolieren. Ebenso gelangte F’. Lippmann ® in 
einer anderen Arbeit zu derselben Verbindung durch viel lingere gleichartige 
Behandlung des Caseins. Damit war zwar der Nachweis geliefert, daB diese 
Verbindung in Eiweif vorkommt, jedoch wurde der Beweis, da®B nicht noch 
andere Phosphorverbindungen vorkommen, nicht erbracht. Ebensowenig 
konnte etwas iiber die Stellung dieser Gruppe im Verband des Eiweif- 
molekiils ausgesagt werden. Im Jahre 1933 berichtete G. Schmidt’*, daB er 
durch langdauernde Trypsineinwirkung auf Casein ein Produkt gewonnen 
habe, welches vor allem aus Glutaminsaéure und Serin bestehe. Noch im 
selben Jahre teilten P. A. Levene und P. W. Hill® mit, daB es ihnen durch 
Kombination von tryptischer Verdauung mit nachfolgender zehnstiindiger 
Saurehydrolyse gelungen sei, eine Dipeptidphosphorséure zu gewinnen, die 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 245, 1901. 2 Ebenda 31, 543, 1900. — 
3C. r. de Genéve 44, 8; C. r. Amer. Sc. 184, 306; 185, 615; 186, 1762; 187, 
313; 197, 429. — 4 Biochem. J. 21, 1179, 1187. — 5 J. of biol. Chem. 98, 
109, 1932. —- ® Diese Zeitschr. 262, 3, 9, 1933. — 7 Naturwiss. 21, 202; 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 86, 1934. — §® J. of biol. Chem. 101, 711. 
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in remer Form als Brucinsalz isoliert wurde. Dieses Dipeptid erwies sich 
als Glutaminsiure-Serin-Phosphorsiure. Diese Arbeiten brachten die Er- 
klarung des Stickstoffiiberschusses iiber den Phosphorgehait in den durch 
verschiedene Methoden gewonnenen phosphorhaltigen Peptiden. 

Die Auffindung einer Methode!, den Seringehalt quantitativ zu 
bestimmen, veranlaBte mich, der Frage nachzugehen, ob der Phosphor- 
gehalt dem Seringehalt dieser Produkte entspreche. Denn trotz der 
Leveneschen Arbeiten ist die Anwesenheit einer anderen, mit Phosphor- 
sdure veresterten Verbindung nicht ausgeschlossen. Posternaks Ana- 
lysenergebnisse lassen dies als méglich, jene Rimingtons als sehr wahr- 
scheinlich erscheinen. Den Ergebnissen Posternaks wiirde ein Ver- 
haltnis Phosphor zu Serin von 4:3, denen Rimingtons eines von 3: 2 
entsprechen. Die Unzulanglichkeit meiner Methode brachte es mit sich, 
da® nur Produkte von langerer Salzsiureeinwirkung der Untersuchung 
zuganglich waren. Daher konnte der Beweis, daB nur Serin, beteiligt 
ist, nicht erbracht werden, weil die Méglichkeit einer ungleichmaBigen 
Spaltung nicht ausgeschlossen war, wohl aber konnte bewiesen werden, 
daB nicht nur Serin beteiligt ist. Weiterhin kann ausgesagt werden, 
daB im Casein mindestens em Drittel des Phosphors nicht an Serin ge- 
bunden ist. Dagegen gelang es, aus Vitellinsiure schon nach 7stiimdiger 
Salzsaurehydrolyse (die zeitlich kiirzeste von mir untersuchte Hydrolyse) 
ein Produkt zu isolieren, das Phosphor und Serin im Verhiltnis 1: 1 
enthalt. Die Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse bei Casein zeigt, 
daB die Produkte 10stiindiger Hydrolyse ein Verhaltnis von Phosphor 
zu Serin = 3: 2 zeigen, wie es auch den Rimingtonschen Befunden ent- 
sprache, wahrend die Beobachtung, die bei der fraktionierten Hydrolyse 
des Caseins gemacht wurde, darauf hinweist, daB ein vielleicht definiertes 
Zwischenprodukt vorhanden ist, dessen Phosphor sich zum_ Serin 
wie 4:3 verhalt. Seine Hydrolysengeschwindigkeit wire gréBer als die 
der Serin-Phosphorsaéure, die man daher bei fortgesetzter Hydrolyse 
dieses Produktes erhalten kann. Jedenfalls ist die Konstanz des Ver- 
+haltnisses von Phosphor zu Serin = 4:3 bei den Produkten von 12- bis 
22stiindiger Hydrolyse recht beachtlich. Dieses Verhaltnis wiirde mit 
den Analysenergebnissen Posternaks in Einklang stehen. Unter be 
sonderen Bedingungen, durch 13stiindig fortgesetzte Hydrolyse eines 
schon vorher 10 Stunden lang hydrolysierten Produktes, gelang 
es, ein dem Phosphorsaureserinester analytisch entsprechendes Produkt 
zu gewinnen. 

Versuche, 
A. Casein. 

Im wesentlichen wurde die von Lippmann angewandte Technik ein- 

gehalten. Casein ,,Hammarsten*’ wurde mit der zehnfachen Menge 2 n Salz 


' Rapoport, diese Zeitschr. 289, 406, 1937. 
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siiture im kochenden Wasserbad behandelt. Das braungefarbte Hydrolysat 
wurde mit einem Fiinftel der berechneten Menge Bariumcarbonat neutralisiert, 
mit Ammoniak alkalisch gemacht und mit der gleichen Menge Alkohol 
versetzt. Der flockige Niederschlag wurde abzentrifugiert und in kohlen- 
sdurefreiem Wasser gelést. Ein Teil, der die anorganischen Phosphate wie 
auch einen Teil der organischen enthielt und der sich mit Wasser allein nicht 
extrahieren lie}, wurde im Interesse der Salzfreiheit der Praparate nicht 
weiter verwendet. Das Analysenergebnis seiner organischen Bestandteile 
erwies sich aber als vollkommen gleich mit demjenigen der Hauptfraktion. 
Die erste Lésung wurde mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt, wodurch 
der allergréBte Teil der organischen Phosphorverbindungen ausfiel. Die 
Auflésung und Wiederfallung wurde dreimal wiederholt. Gewéhnlich war 
die Lésung schon beim zweiten Male frei von anorganischen Phosphaten. 
Haufigeres Umfallen anderte die analytische Zusammensetzung der Produkte 
nicht. In verschiedenen Ansétzen wurde bei gleichen Hydrolysezeiten fast 
die gleiche Zusammensetzung erhalten. Allein der Stickstoffgehalt zeigte 
gréBere Schwankungen, was nicht weiter verwunderlich ist. Zur Phosphor- 
bestimmung wurde die Methode nach Fiske-Subbarow angewendet, die -—— 
durch gravimetrische Analysen kontrolliert —- einwandfreie Ergebnisse 
lieferte. Die Serinbestimmung wurde folgendermafen durchgefiihrt: Eine 
5 bis 10mg groBe Eimwaage des Hydrolysenproduktes wurde in einen 
25-cem-MeBkolben iiberfiihrt, mit 6 bis 7 Tropfen konz. Salzsiure und etwa 
10cem Wasser versetzt und ins Wasserbad gestellt. Aus einer Pipette 
wurden 5ccm einer 2,5°,igen Natriumnitritlésung langsam zutropfen ge- 
lassen. Auf diese Weise wird das Serin quantitativ desaminiert und in 
Glycerinsdure iiberfiihrt. Sodann wurden 2 Tropfen verdiinnter Schwefel- 
saéure zugesetzt (zur Fallung des Bariums) und nach Abkiihlen auf 25 eem 
aufgefiillt. Die Probe wurde sodann dutch ein quantitatives Filter filtriert 
und 5 cem vom Filtrat in ein Wassermann-Rohrchen pipettiert, im kochenden 
Wasserbad zur Trockne gebracht, noch einmal mit 2 Tropfen konz. Salzséure 
befeuchtet und wieder verdunsten gelassen. Nun wurden 2 ccm einer frisch 
hergestellten 100 mg-°,igen Lésung von Naphthoresorzin in konz. Schwefel- 
siure zugegeben und die Probe 1 Stunde im kochenden Wasserbad belassen. 
Dann wurde quantitativ in ein 25-cem-MeBkélbchen iiberfiihrt, mit konz. 
Schwefelsiure nachgespiilt und mit derselben auf 25 ccm aufgefiillt. Nun 
wurde kriftig durchgeschiittelt und gegen eine Standardlésung bei einer 
Einstellung von 20 mm kolorimetriert. Als Standard diente eine Lésung von 
Monophosphorglycerinsiure in Wasser, hergestellt aus dem Bariumsalz, 
das nach Neuberg-Kobel aus Hefe leicht rein zu gewinnen ist. Ich benutzte 
eine Einwaage, die etwa 80 Glycerinséure pro cem entsprach. 3 ccm 
wurden in ein Wassermann-Réhr-hen pipettiert und weiterhin wie oben 
behandelt. 


1. Versuch. 


5g Casein wurden nach Vorschrift behandelt und viermal aus Wasser 
mit 50° oigem Alkohol umgefiallt. 


Analyse: Stickstoff 5,30° 4, Phosphor 7,66°,, Serin 17,62, 
5,26 %, 7,44 %, 17,50 °%. 


Verhdltnis: Stickstoff : Phosphor : Serin 
Siar? es 
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2. Versuch. 

a) 50g Casein wurden nach Vorschrift 10 Stunden lang im Wasserbad 
mit 2n Salzsiure behandelt, zweimal umgefallt und bei 100° im Vakuum 
getrocknet. Ausbeute: 1,75 q. 

Analyse: Stickstoff 5,64°,, Phosphor 6,22°,, Serin 14,30°,, 
5,74.%, 6,30 %, 14,30 %. 
Verkaltnis: Stickstoff : Phosphor : Serin 
3,06 : 1,47 ] 

b) 1g dieses Produktes wurde mit 20cem 2n Salzsiure nochmals 

10 Stunden lang im Wasserbad erhitzt. 


Analyse: Stickstoff 4,35, Phosphor 6,96 %, Serin 17,16 %, 


4,25 %, 7,02 %, 17,36 %. 
Verhdltnis : Stickstoff : Phosphor : Serin 
ID: PP ae 


c) 0,5 g des unter a) gewonnenen Produktes werden 13 Stunden mit 
5cem 2n Salzsiure im Wasserbad behandelt und zweimal umgefiallt. 


Analyse: Stickstoff 2,89°,, Phosphor 6,89°,, Serin 23,74°. , 
3,18 %, 6,96 °,, 23,84°,. 


Verhdlinis: Stickstoff : Phosphor : Serin 
0,979 : 0,993 : 1 


Mithin zeigt dieses Produkt eine dem Phosphorsaureserinester entsprechende 
Zusammensetzung. 
3. Versuch. 

50 g Casein werden mit der zehnfachen Menge 2 n Salzséure im Wasser- 
bad erhitzt und jeweils in Abstinden Proben von je 50 cem der Fliissigkeit, 
entsprechend 5 g Casein, entnommen und nach Vorschrift behandelt. Die 
so erhaltenen Produkte werden zur Reinigung dreimal mit 50°, igem Alkohol 
umgefallt, mit 85° igem Alkohol, Alkohol-Athermischung, Ather nach- 
folgend gewaschen und im Vakuum bei 100° getrocknet. Die erste Probe 
wurde nach 12 Stunden entnommen und von da ab alle 2 Stunden weitere 
Proben. 





Verhaltnis 


Zeit Stickstoff Phosphor Serin AS Se to ae 
Std. 9/5 Of OF Oe ee eee 

12 5,22 6,95 17,80 2,22 1,34 1 

14 5,22 6,88 19,10 1,96 1,24 l 

16 4,67 6,95 18.80 1.88 1,26 1 

18 mibgliickt wegen Bruch des Gefibes 

20 4,38 8,12 20,50 1,62 1,35 1 

22 4,27 6,80 17,50 1.81 1,30 | 

24 | 4,20 8,40 22,19 144 1,39 1 


Dieser Versuch ergab also, daS innerhalb relativ langer Hydrolysen- 
zeiten das Verhaltnis Phosphor zu Serin gleichbleibt. Diese Tatsache legt 
den Gedanken nahe, daB eine Verbindung intermediar faBbar ist, deren 
Hydrolyseempfindlichkeit gréBer als die des Serinphosphorsdureesters ist 
und die der Zusammensetzung 4 Phosphor: 3 Serin nahekommt. 

Biochemische Zeitschrift Band 289. 28 
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Im Anschluf seien noch einige Versuche angefiihrt, die zeigen, da 
mehrmaliges Umfallen die analytische Zusammensetzung der .’rodukte 
nicht verdindert. 

a) Das Produkt der 14stiindigen Salzsiiturehydrolyse ergab nach drei- 
maligem Umfallen: Stickstoff 5,22 °,, Phosphor 6,88°,, Serin 19,10°,,; nach 
fiinfmaligem Umfillen: Stickstoff 5,09°,, Phosphor 6,92 °,, Serin 19,30°,. 

b) Das Produkt einer 20stiindigen Salzsiiurehydrolyse ergab nach 
dreimaligem Umfillen: Stickstoff 4,38 °,, Phosphor 8,12°,, Serin 20,50 °,; 
nach fiinfmaligem Umfiallen: Stickstoff 4,29°,, Phosphor 7,93°,, Serin 
20,25 ,,. 

B. Vitellinsdure. 


Darstellung: 400 com Eidotter, entsprechend 25 Hiihnereiern, werden 
mit der gleichen Menge 10°, iger Kochsalzlésung gemischt und sechsmal mit 
Ather ausgeschiittelt, wobei der gréBte Teil der Farbstoffe in Lésung geht. 
Sodann wird mit 18 Liter Wasser ausgefallt. Der entstandene Niederschlag 
wurde absitzen gelassen, die iiberstehende Fliissigkeit abgehebert und durch 
frisches Wasser ersetzt und der Niederschlag sodann aufgewirbelt. Nach 
viermaliger Wiederholung der Waschung wurde der Niederschlag abzentri- 
fugiert, in Kochsalz wieder gelést und noch einmal gefallt, wiederum in 
100 cem gelést, mit 200 cem 25°,igem Ammoniak versetzt und 2 Stunden 
stehengelassen. Unter Kiskiihlung wurde bis zur annihernden Neutralitiit 
mit Eisessig versetzt, sodann 100 ccm gesattigter Pikrinséiurelésung zu- 
gefiigt, mit Eisessig stark sauer gemacht und der Niederschlag abfiltriert. 
Das Filtrat wurde mit der doppelten Menge Alkohol gefallt, der Niederschlag 
abfiltriert und in 200 cem Wasser gelést und wieder mit verdiinnter Salz- 
siure gefallt. Auf der Zentrifuge wurde der Niederschlag so lange mit 
schwach salzsaurem Wasser gewaschen,, bis das Waschwasser keine Nessler- 
Reaktion mehr gab, sodann mit Alkohol in steigenden Konzentrationen bis 
zur Chlorfreiheit gewaschen und im Vakuum bei 70° getrocknet. Das 
Praparat, ein weiBes Pulver, wog 2,8 g. 

Analyse: Stickstoff 10,22°,, cae 9,20°,, 


10,04 ®,, 9,28°,. 
Verhdlinis: Stickstoff : Phosphor 
2,45 : a 


Versuch. 
lg Vitellinsiure wurde mit der zehnfachen Menge 2n Salzsiure im 
Wasserbad 7 Stunden hydrolysiert. Die Bariumfallung wurde durch drei- 
maliges Umfallen mit 50°,igem Alkohol gereinigt. 
Analyse: Stickstoff 5,69°,, Phosphor 8,42°,, Serin 28,1 °,, 


5,89 °%., 8,51 °%, 28,4 %. 
Verhdlinis: Stickstoff : Phosphor : Serin 
ia oh aa eae 


Zusammenfassung. 


Mit Hilfe einer neuen Serinbestimmungsmethode wurde festgestellt, 
daB der Phosphor im Casein zumindest zu einem Drittel nicht an Serin 
gebunden ist. Die Analysenergebnisse lassen definierte Polypeptide, 
die Phosphor in gréBerer Menge als Serin enthalten, vermuten. 

Bei Vitellinsiure ergab sich kein Anhaltspunkt fiir einen anderen 
Phosphortrager als Serin. 
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Uber eine Mikromethode zur Bestimmung des Schwefels im Blute. 


Von 
St. Lorant. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Hingegangen am 19. Dezember 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In den letzten Jahrzehnten hat man zur Bestimmung des Nicht- 
proteinschwefels im Blute zahlreiche Methoden vorgeschlagen, aber, 
wie bekannt, hat sich fiir die Klinik keine dieser Methoden bewahrt. 
Die einfachen und genauen Mikrobestimmungen der Chemiker benétigen 
zu einer Bestimmung 100 bis 200 y Schwefel. Da 1 cem Piasma etwa 
10 y Schwefel als Sulfatschwefel enthalt, so wiirde man zu einer einzigen 
Bestimmung etwa 40 bis 50 ccm Blut brauchen. Aus diesem Grunde 
sind diese Mikromethoden fiir die Klinik unbrauchbar. Alle iibrigen 
Mikrobestimmungen, die vorgeschlagen wurden, sind entweder nicht 
geniigend genau, wie z. B. die an und fiir sich sehr einfache Denissche 
nephelometrische Methode, oder sie sind zu kompliziert wie das von 
mir angegebene Reduktionsverfahren!. 


Im folgenden soll eine Mikromethode beschrieben werden, die so 
wenig Blut beansprucht, relativ so einfach und verlaBlich ist, daB wir 
sie in der Klinik bei vielen hundert Bestimmungen ausgezeichnet 
verwenden konnten. Im Prinzip handelt es sich um Sulfatbestimmungen, 
die im enteiweiBten Plasma- oder Serumfiltrat vorgenommen werden. 
Die Sulfate werden unter genauer Einhaltung leicht durchfiihrbarer 
Vorschriften mittels Benzidin gefaillt. Der Niederschlag wird durch 
Filtrieren und Waschen isoliert, dann im Wasser gelist. In dieser 
wasserigen Lésung wird mit Hilfe einer spezifischen Farbenreaktion 
die Benzidinmenge und damit zugleich die Sulfatmenge kolorimetrisch 
ermittelt. 

Ausfiihrung der Sulfatbestimmung. 

Notwendige Reagenzien: 

l. ,,Trichloressigsiurelésung*‘: 20°,,ige Trichloressigsiure aus Trichlor- 
essigsiiure puriss. pro anal. Werck. 

2. Aceton pro anal. 

3. n HNO, aus HNO, puriss. pro anal. bereitet. 

4. ,,Benzidinlésung™: Eine 1°,ige Lésung analytisch reinen Benzidins 
in reinem Aceton. Die Lésung soll gut verschlossen aufbewahrt werden. 


1 Denis u. Reed, Amer. Biol. Chem. 71, 191, 1927; Lorant u. Kopetz 
diese Zeitschr. 288, 67, 1931. 
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Sie verfarbt sich mit der Zeit braun, wodurch aber die Brauchbarkeit nicht 
beeintréichtigt wird. 

5. ,,Pufferldsung’: 0,2 ¢ Natriumacetat puriss. pro anal. und 20 cem 
Mssigsiiure puriss. pro anal. vom spez. Gew. 1,05 bis 1,06 werden in einem 
MeBkolben mit Wasser auf 1000 cem aufgefiillt. 

6. ,,Reagensl6sung**: 2g p-Dimethyl-amino-benzaldehyd werden mit 
Methylalkohol auf 200 cem aufgefiillt. 

7. ,,Blindlésung‘*: 20 ceem der 20°, igen Trichloressigséurel6sung werden 
in einem 100 cem fassenden Me8kolben mit S-freiem Wasser bis zur Marke 
aufgefillt. 

8. ,,Testlésung*. 

a) 80mg _ Benzidinchlorid puriss. pro 
anal, werden mit H,O auf 100 cem 
aufgefiillt. 

10 cem A-Lésung werden in einem 
Mefkolben auf 100 cem aufgefiillt. 


b 


~— 


Besondere Apparatur: 

1. Zwei etwa 300ccm fassende Saug- 
kolben mit Einheitsschliffen fiir das Filter- 
rohrehen (s. unten). 

2. Filterréhrehen (s. Abb. 1), das mit- 
tels eines Schliffes oder Gummistopfens auf 
einem Saugkolben angebracht ist. Seine 
Linge betragt etwa 10 bis 12cm, das weite 
sneababtenen Lumen ist etwa 2'/, cm lang und etwa 1'/,em 

breit. In das Filterréhrchen wird eine kleine 
Porzellanfilterplatte gelegt. Als Filtrier- 
material dient Asbest. Reinste Asbestfasern 
puriss. pro anal. — werden in etwa 2 bis 
5mm lange Stiicke geschnitten und in einem 
kleinen Becherglaischen in viel Wasser auf- 
geschwemmt. Nun wird das Filterréhrchen 
Abb. 1. mit der diinnen Aufschwemmung aufgefiillt 
und es wird solange nachgefiillt, bis das 
Wasser im Strahl aus dem Réhrchen flieBt. Jetzt’ streicht man mit einem 
(lsstab die Asbestschicht glatt, setzt die Wasserstrahlpumpe an und 
tullt bei leichtem Unterdruck das Réhrehen mit der Asbestaufschwem- 
mung wieder auf. Nach AbflieBen des Wassers richtet man be! angesetzter 
WasserstrahlIpumpe die Asbestschicht wieder glatt. Dieser Vorgang wird 
solange wiederholt, bis das Wasser bei leichtem Druck nur in Tropfen ab- 
flieBt. Die Asbestschicht ist zum Schlu8 etwa 2 bis 3mm dick. Aceton 
flielt bei leichtem Druck noch im Strahle durch. Jetzt wird das Filter nach- 
einander mit Wasser, verdiinnter Salpetersiure, verdiinnter Essigsaure, 
Aceton und schlie8lich einigemal mit S-freiem Wasser gewaschen. Das 
Filterréhrehen ist fiir mehrere 100 Bestimmungen brauchbar. 

Das Blut wird aus der Kubitalvene mitteis einer Kaniile entnommen, 
wobei man die ersten Tropfen nicht auffiingt. Als AuffanggefaB kann ein 
Probierréhrehen dienen. Will man Plasma-Schwefel bestimmen, so gibt man 
einige Kérnchen Alkalioxalat in das AuffanggefaB. Das Blut wird waihrend 
der Entnahme gelinde geschiittelt. Es mu darauf geachtet werden, dab 
das Réhrchen geniigend weit ist, damit man das Blut bequem durchschiitteln 
kann. Zur EnteiweiBung bringt man 5 ccm Plasma oder Serum und 5 ccm 
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Trichloressigséurelésung in einen 25 cem fassenden MefSzylinder und fiillt 
mit Wasser auf. Nach kraftigem Schiitteln und mindestens 5 Minuten 
langem Stehen wird durch ein reines Filter (pro anal.) filtriert. In einen 
50 cem fassenden Erlenmeyer-Kélbchen werden nacheinander 3 ecm Plasma- 
filtrat und 6 cem Blindlésung eingebracht, die dann tunlichst rasch mit 
13'/, cem Benzidinlésung und 18 cem Aceton versetzt werden. Das Kélbechen 
wird jetzt rasch mit einem passenden, gereinigten Gummistopfen ver- 
schlossen. Nun wartet man 15 Minuten. Dann wird das auf den Saugkolben 
aufgesetzte Filterréhrehen mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe, bei leichtem 
negativen Druck, mit etwa 2 bis 3cem Aceton durchspiilt. Ohne die 
Pumpe abzustellen, wird nun der Kélbcheninhalt durechfiltriert. Nach dem 
Filtrieren wird die Wasserstrahlpumpe abgestellt. Jetzt wird mit 2 cem 
Aceton zuerst das Kélbchen, dann mit dem Kélbcheninhalt das Filter- 
rohrehen gewaschen. Aus dem Filterréhrehen wird das Aceton unter 
leichtem Unterdruck abgesaugt. Das Waschen mit 2 cem Aceton wird noch 
dreimal wiederholt. 


Der Benzidinsulfatniederschlag wird jetzt in heiBem Wasser gelést. 
Dazu wird das Filterr6hrchen vom ersten Saugkolben heruntergenommen 
und nach sorgfaltigem aéuBerlichem Abspiilen mit destilliertem Wasser aut 
einem zweiten Saugkolben angebracht. Der Schliff oder Gummistopfen des 
ersten Filterr6hrchens soll auf diesen zweiten Kolben passen. Der Boden 


des zweiten Saugkolbens ist mit Watte belegt. Das Filtrat wird wie die 
Abb. 1 zeigt - in einem Zentrifugenr6éhrchen von etwa 15 cem Inhalt 


aufgefangen. Zur Lésung des Benzidinsulfats wird mit 3 cem heiBem Wasser 
zuerst das Kélbchen, dann mit dem Kélbcheninhalt das Filterréhrehen ge- 
waschen. Man sorgt wieder dafiir mit Hilfe eines Glasstabchens —-. daB 
die ganze Wandung durch das Wasser benetzt werde. Die Wasserstrahl- 
pumpe wird angesetzt und bei leichtem Unterdruck die Lésung vom Filter- 
rohrchen in das Zentrifugenréhrchen gesaugt. Das Waschen und Lésen mit 
2 ceem heiBem Wasser wird noch zweimal wiederholt, also insgesamt dreimal 
durchgefiihrt. Die gesamten Lésungen werden in dem Zentrifugenréhrchen 
gesammelt. Die Dauer der Isolierung und des Lésens betragt etwa 5 bis 
6 Minuten. 


In zwei 50 cem fassende Mebzylinder oder MeBkolben werden je 10 cem 
Pufferlésung mit Hilfe einer Pipette eingefiillt. In einen der MeBkolben 
geben wir 2ccem der Teil-B-Lésung, in den anderen wird der Inhalt des 
Zentrifugenréhrehens iiberfiihrt. Das Réhrehen wird etwa dreimal mit 
wenig Wasser nachgewaschen. Der Inhalt des Melzylinders wird jetzt noch 
mit 10cem Reagenslésung versetzt und dann werden die Kolben oder 
MeBzylinder auf 50cem aufgefiillt. Der erste MeBzylinder enthialt die 
»Keill6sung*. 


Die kolorimetrische Ablesung kann schon in einer halben Stunde vor- 
genommen werden. Noch vorteilhafter ist es, etwa 1 Stunde zu warten. 
Nach Ausbildung der maximalen Farbenintensitat bleibt die Lésung etwa 
12 bis 24 Stunden fiir die Ablesung brauchbar. Zur Erhéhung der Ab- 
lesungsschirfe soll zwischen Lichtquelle und Kolorimeter eine Blauscheibe 
oder eine blaue Fliissigkeitsschicht eingeschaltet werden. Die Ablesung soll 
bei 5 bis 10 und 20mm Schichtdicke der Keillésung stattfinden. Die drei 
abgelesenen Werte werden auf 10mm Ablesung umgerechnet und es wird 
aus den drei umgerechneten Zahlen ein Mittelwert (,,Ablesungszahl**) 
berechnet. 
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Der Schwefelgehalt in mg-°,, ergibt sich aus der Formel: 


33,33 
= Ss 
A 
(A die Ablesungszahl; S = Schwefel in mg-°,). 


Bestimmung des Gesamtschwefels. 


Zur Bestimmung des gesamten Nichtproteinschwefels im Plasma- 
oder Serum-Filtrat mu der Bestimmung eine Veraschung voraus- 
geschickt werden. Im /Prinzip handelt es sich bei der von uns ver- 
wendeten Veraschungsmethode um eine Trockenveraschung mittels 
eines Nitrat-Borat-Gemisches bei einer zwischen 450 und 500° C liegenden 
‘Temperatur. 


Das zur Veraschung netwendige Reagens -— ,, Veraschungsfliissigkeit ‘‘ 
wird aus 50g KNO, pro anal. und 10g Borax pro anal. bereitet, die in 
einem 500 cem fassenden MeBkolben in Wasser gelést werden. Die Lésung 
wird bis zur Marke aufgefiillt. Die Apparatur — ein Veraschungsofen 
besteht entweder aus einem kleinen, elektrisch heizbaren Muffelofen oder 
aus einem kleinen Asbestmuffelofen, den man sich selbst in folgender Weise 
herstellen kann: Man wickelt einen etwa 5 bis 7cm breiten, stark ange- 
feuchteten Asbeststreifen um ein Pulverglas, das etwa 4 bis 6em Durch- 
messer hat. Man laBt das ganze in einem Thermostaten trocknen, lést dann 
vorsichtig den nunmehr manschettenférmigen Asbestring vom Pulverglas 
ab und sichert den Ring mit einer Heftklammer. Dieser Ring, versehen mit 
einem entsprechend ausgeschnittenen Asbestdeckel, wird auf ein Asbest- 
Jrahtnetz gestellt. Fiir die Erhitzung des kleinen Ofens sorgt eine starke 
Gasflamme. — Auch fiir das Eindampfen vor der Veraschung kann man 
sich auf diese Weise ein Luftbad herstellen!. 

3cem Filtrat werden in einem 50 cem-Hrlenmeyer-Kolben mit 2 cem 
Veraschungsfliissigkeit versetzt. Man gibt noch einige Tonperlen hinzu, 
dampft zuerst im Luftbade ein und erhitzt schlieBlich im Muffelofen 
bei 470 bis 490°C. In 10 Minuten ist der Riickstand schneeweiBS. In das 
abgekiihlte Kélbehen gibt man nun mittels Pipetten nacheinander 9 cem 
Blindlésung, 0,4cem Salpetersiure, 13,5 ccm Benzidinlésung und 18 ccm 
Aceton. Alles weitere geht wie bei der Sulfatbestimmung. Die Berechnung 
ist dieselbe. 


Die Differenz zwischen Gesamtschwefel und Sulfatschwefel ergibt 
den gesamten Inhalt des Blutes an organischem Schwefel, worunter 
wir die Summe des ,,Neutralschwefels und ,,Atherschwefels“ verstehen. 


1 Das Eindampfen des Filtratverbrennungsgemisches wird sehr zweck- 
maGig im Luftbade durchgefiihrt, da man so am einfachsten ein Springen 
des Kélbchens nach dem Abdampfen des Wassers vermeidet. Das Bad kann 
selbstverstandlich auch das in den Laboratorien iibliche Metalluftbad sein. 
Es kommt nur darauf an, das die Kélbchen den Boden oder die Winde des 
Luftbades nicht beriihren. Man hangt sie am einfachsten mit Drahten an 
einem Stativring auf. Ein besonders zweckdienliches Luftbad habe ich 
in der Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 245, 1929 angegeben. 
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Einige Erliuterungen zur obigen Methode. 


Der hauptsichlichste Fehler der bisher beschriebenen Benzidin- 
methoden liegt einerseits in dem stérenden EinfluB der im Plasma oder 
Serum vorhandenen Phosphate und Chloride, andererseits in der durch 
schnelle Verdampfung des Acetons entstandenen  Léslichkeitsver- 
schiebung des Benzidinsulfats. 


Sehr leicht kann man die durch die Phosphate verursachte Stérung 
vermeiden, wenn man das Filtrat vor der Fallung mit ein wenig HNO, 
ansauert. Nicht so einfach ist die Vermeidung der Stérung durch 
Chloride. Man kann die Chloride in dem sauren Filtrat mit Silbernitrat 
fallen. Die Benzidin-Aceton-Fallung der Sulfate wird hierdurch nicht 
beeinfluBt. Doch bleibt beim Filtrieren jetzt nicht nur das Benzidin- 
sulfat, sondern auch das Silberchlorid zuriick. Aber dies sté@rt weder 
beim Waschen noch beim Lésen des Benzidinsulfatniederschlags. 
Entfernt muB der Silberchloridniederschlag erst werden, wenn man 
eine neue Bestimmung beginnt. Dies geschieht am besten mittels 
konzentriertem (NH,)OH und konzentrierter HNO,. Man konnte auf 
diese Weise ausgezeichnete analytische Resultate gewinnen; nur war es 
stérend, daB das Filter durch das mehrmalige Waschen mit Ammoniak 
und Salpetersiure bald durchlaissig wurde und von neuem hergestellt 
werden muBte. Es stellte sich jedoch heraus, da man die Chloride 
nicht entfernen mu und dafs weder ihre Anwesenheit noch die der 
Phosphate stérend wirkt selbst bei Anwesenheit von 10 mg-°, P 
und 500 mg-°,, Cl wenn man das Filtrat vor der Benzidin-Aceton- 
Fallung auf das Dreifache verdiinnt. Im Notfalle kénnte man sogar auf 
das Vier- oder Fiinffache verdiinnen; nur mu8 man dann auch von der 
Benzidinlésung und von reinem Aceton entsprechend mehr nehmen. 
Wichtig ist es ferner, die saure Reaktion bei der Fallung zu beachten. 
Bei neutraler Reaktion fallen kleine Mengen des Benzidinsulfats ver- 
zogert oder tiberhaupt nicht aus. 


Zu sehr bedeutsamen St6rungen kann es bei der quantitativen Fallung 
des Benzidinsulfats kommen, wenn man der Fliichtigkeit des Acetons im 
Reaktionsgemisch Filtrat +- Aceton nicht Rechnung tragt. Durch die Ver- 
minderung des Acetongehalts wird die Léslichkeit des Benzidinsulfats 
vermehrt. Der Fehler kann bei 5 bis 6 y Schwefel in 12 Stunden bis 50°, 
des Wertes betragen. Bei héherer Temperatur als 18°C oder bei Luftzug 
kann er noch bedeutender sein. Aus diesem Grunde soll man den Reaktions- 
kolben nach Fertigstellung des Gemisches sofort verschlieBen. Auch die 
,.Benzidinlésung‘* ist, wenn auch nicht in sehr hohem MaSe, empfindlich. 
Daher soll auch das GefaB, in welchem diese Lésung aufbewahrt ist. nur beim 
Gebrauch geédffnet werden. 


Das Asbestfilter soll ausgewechselt werden, wenn durchwegs alle 
Schichten grau geworden sind oder wenn das Wasser ohne angesetzte 
Wasserstrahlpumpe im Strahl] aus dem Réhrchen flieBt. Die Isolierung des 
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3enzidinsulfatniederschlags kann statt dureh Filtrierung auch durch 
Zentrifugieren erfolgen. Dazu wahlt man konisch zugespitzte Zentrifugen- 
réhrechen, die man wihrend des Zentrifugierens mit Gummistopfen oder 
eingeschliffenem Glasstopfen sehr sorgfiltig verschlieBen muB. In bezug auf 
Schnelligkeit, Einfachheit und Genauigkeit ist aber die Filtrationsmethode 
weit iiberlegen. 

Die Reaktion, die zur Farbstoffbildung fiihrt, und den Farbstoff 
selbst haben wir nur insofern untersucht, als es fiir unsere Zwecke 
erforderlich war. Es handelt sich um einen Farbstoff mit Indikatoren- 
eigenschaften: je saurer die Reaktion bei der Darstellung der Lésung ist, 
um so réter ist die Farbténung; bei alkalischer Reaktion verschwindet 
die Farbe vollkommen. Der Farbstoff ist im Wasser sehr schwer léslich, 
besser in Methylalkohol oder in Essigsiéure. Auch die Temperatur hat 
einen EinfluB auf die Farbe. Es scheint, daB es sich bei der Bildung 
des Farbstoffs um eine Aldehydkondensation handelt, doch diirfte der 
ProzeB durch Nebenreaktionen kompliziert sein. Tatsache ist nur 

und einzig darauf kommt es uns hier an —, daB bei entsprechender 
Pufferung, bei richtiger Wahl der Lésungsmittel und bei annahernd 
gleicher Temperatur die Farbe sehr konstant ist. Wir haben auch 
versucht, die Keillésung in groBber Menge herzustellen und _ auf- 
zubewahren, doch ist dies nicht zweckmiSig, da sich die Lésung bald 
triiben kann. 


Zum SchluB sei nachdriicklich betont, daB die GefaiBe nach dem iiblichen 
Waschen mit sulfatfreiem Wasser einige Male gréndlichst nachgespiilt werden 
miissen. Absolute Sulfatfreiheit der GefaBe ist unerlaBlich fiir jede Methode, 
die mit den klinisch bedingten kleinen Blutmengen arbeiten will. 

Nachstehend sollen einige Zahlen angegeben werden, die die Brauch- 
barkeit der Methode beleuchten. 


; Tabelle I. 


Es wurde der Schwefelgehalt einer K,SO,-Lésung bestimmt, die in 
100 cem enthielt: 


5,44 mg-% K,SO,, entsprechend 1 mg-% 8S 








43,9 se ee es oR POY - 4.7) © 
823,7 » - geet, * ae Cl 
| iad | Sehwefel in ; Fehler 
Lis Al Sirmeninis Gur MARR rat ene | Gilet eve sem Hea 

pieiny | der Bestimmung gefunden _ berechnet in 7 in %9 
1 cem Sulfatschwefel 9,9 10,0 — 0,1 — 1,0 
ae - 20,6 20,0 + 0,6 + 3,0 
ie Gesamtschwefel 9.6 10,0 — 0,4 — 4,0 
I - 19,8 20,0 — 0,2 — 1,0 
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Uber die Geschwindigkeit der Alkoholverbrennung 
unter Thyroxineinwirkung beim Hunde. 
Von 
J. Benedict und K. Mezey. 


(Aus der III. medizinischen Universitaétsklinik der k6énigl. ungarischen 


Pazmiany-Péter Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 5, Januar 1937.) 


Der EinfluB von Thyroxin auf die Verbrennungsgeschwindigkeit 
des Alkohols wurde erstmalig von Widmark (1) untersucht. Er fand, daB 
Thyroxin in Mengen von 10 bis 12 mg im akuten Versuch (2 Hunde) 
und 16 bzw. 36 mg auf 11 bzw. 19 Tage verteilt (2 Hunde) oral zu- 
gefiihrt keine Veranderung der Alkoholverbrennung verursacht. 
Wenn diese Befunde in der vorliegenden Mitteilung einer Nachpriifung 
unterzogen werden, geschieht das aus folgendem Grunde: 


Wir wissen, daB die Umsatzgeschwindigkeit des Alkohols bei 
Hunden bereits unter physiologischen Bedingungen erhebliche Varia- 
tionen zeigt (Widmark). Die Griinde fiir dieses Verhalten sind noch nicht 
veklart. Esist durchausdenkbar, dab die Art der Ernahrung, ahnlich wiesie 
die Vorgainge des Gesamtstoffwechsels in hohem Mabe beeinfluBt, auch 
auf den Verbrennungsvorgang einer an sich kérpereigenen Substanz 
wie des Athylalkohols einen Einflu8 auszuiiben vermag. Nach den 
klassischen Versuchen von Pettenkofer und Voit wissen wir, da zwischen 
den in der Nahrung zugefiihrten EiweiBmengen und dem Gesamtstoff- 
wechsel in dem Sinne eine Parallelitat besteht, da eine Erhéhung der 
EKiweibzufuhr eine Steigerung des Grundumsatzes zur Folge hat. An- 
dererseits ist es bekannt, daB die stoffwechselsteigernde Wirkung des 
Thyroxins von der Art und der Menge der zugefiihrten Nahrung beein- 
fluBt wird. Da in der bisher vorliegenden Literatur diesbeziigliche An- 
gaben fehlen, stellten wir uns zur Aufgabe nachzuweisen, wie sich die 
Alkoholumsatzgeschwindigkeit der bei einer konstanten Nahrung ge- 
haltenen Hunde unter physiologischen Bedingungen und unter Thyroxin- 
zufuhr gestaltet. 

Methodik. 


Die Versuchstiere, Hunde, wurden bei gleichférmiger Nahrung, be- 
stehend aus 300g Pferdefleisch + 100g Brot taglich, gehalten. Jeweils 
24 Stunden vor dem Versuch wurde jegliche Nahrung entzogen. Nach dem 
Abwagen bekamen die Hunde in jedem Versuch pro kg K6érpergewicht 
0,5 g 100°,igen Alkohol in Verdiinnung 1: 10 durch die Schlundsonde. 
Nach der Alkoholgabe hielten wir die Tiere im Versuchsraum; sie wurden 
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wahrend des ganzen Versuchs beobachtet. Erbrechen trat nie auf. Die 
Blutentnahmen erfolgten etwa 60, 90, 120 und 200 Minuten nach der Alkohol- 
gabe aus dei maBig gestauten Vena saphena. Es wurden stets zwei Parallel 
bestimmungen ausgefiihrt. Da nach 200 Minuten die Alkoholmengen im 
Blute minimal waren (an der Grenze des noch bestimmbaren), erachteten 
wir spaitere Entnahmen fiir iiberfliissig. Weiteres iiber die Ausfiihrung der 
Mikromethodik siehe bei Jangmichel (2). 

Die Auswertung der Resultate erfolgte durch die Angabe der in den 
verschiedenen Zeitpunkten gefundenen tatsdchlichen Alkoholkonzen- 
trationswerte in Promille (Tabelle 1, 11 und I11) und durch die Be- 
rechnung von ¢, und # nach den Widmarkschen Formeln, weiterhin 
durch den Vergleich der pro kg Kérpergewicht und Stunde verbrannten 
Alkoholmengen, d. i. dgo/p, errechnet aus gegebener Alkoholmenge, 
Koérpergewicht und Verbrennungsgeschwindigkeit. (Tabelle La, Ila 
und IITa). 

Tabelle I. Hund M. 





Normalversuche Thyroxinbehandlung tiglich subeutan 1 mg 


I. Il. 6 Tage 10 Tage 16 Tage 
Zeit 0 Zeit PY, Zeit OF a Zeit 0 Zeit 00 
in Min. Alkohol in Min. Alkohol in Min. Alkohol| in Min. Alkohol in Min. Alkohol 
63 0,41 63 0.44 60 0,36 60 0,42 60 0.48 
95 0,35 95 0,42 90 0,33 90 0.38 90 0,43 
130 0,25 125 0.36 120 0,24 120 0,34 120 0.35 
185 0.11 200 0,26 200 0.18 200 0.23 200 0.25 


Tabelle Il. Hund Cs. 





Normalversuche Thyroxinbehandlung tiglich subeutan 1 mg 
. bad 


I. Il. 3 Tage 6 Tage 19 Tage 
Zeit loo Zeit 9/00 Zeit Oo Zeit 9/0. Zeit %o0 
in Min. | Alkohol in Min. Alkohol in Min. Alkohol in Min. Alkohol in Min. Alkohol 
60 040 | 60. 0,43 75 =: 0,42 60 = 0,42 60 045 
90 0,38 90 0,31 97 0.35 100 0,42 95 0,30 
120 8017 120 | 0,22 120 120 = =0.30 120 0.26 
200 ~=—-0,05 200 0,17 200 =0,18 205 ~—s 0,11 205 =O, 


Tabelle IIT. Hund B. 





Normalversuche a : . 
ormalversuche Thyroxinbehandlung 5 * 4 mg 


Tyroxin peroral, 5 Tage 


. IT. 


Zeit in Min. % 9 Alkohol Zeit in Min. 99 Alkohol Zeit in Min. % »9 Alkohol 


65 0.48 60 0.43 60 0,49 
95 0,42 90 90 0,47 
130 0.39 130 0,36 120 0,32 


200 0,29 210 0,23 200 0,27 
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Tabelle Ta. Hund M. 





~ 
~ 


Widmark-Konstanten c 








(Coo Co Boo) p 

mg 
Normalversuch | 0,60 0,0026 0,156 0,235 0,36 0,83 128 
ss II 055 0,0014 0.084 0,126 0,42 0,90 75 
6 Tage Thyroxin 0,36 0,0008 0,047 0,071 0,28 1,36 65 
PY ws ‘ 0.50 0,0014 0,084 0,126 0,38 1,00 84 
_ . 0,55 00,0015 0,090 0,135 0,42 0,90 81 

Tabelle ITa. Hund Cs. 

be 

Widmark-Konstanten Co ; Seo 300 ee sb Boo) r p 
mg 
Normalversuch | 0.56. 0,0021 0,126 0,189 0,37 0,89 104 
RS II 049 0.0011) 0,066 0.099 0,39 1,02 67 
3 Tage Thyroxin 0,50 00,0016 0,096 0,144 0,35 1,00 96 
Gr .c = 0.66 0.0027 0,162 0,243 0,42 0.76 123 
Le ce 0,47 0.0017 0,102 6,150 0,32 1,06 108 

Tabelle Ta. Hund B. 

beo 

Widmark-Konstanten Co 3 Bia Poo @ fee r p 
s ‘ mg 

Normalversuch | 0.54 0,0012 | 0,072 0,108 0,438 0,91 66 
‘ II 0.57 00,0016 0,096 0,144 0,42 0,87 83 

5 Tage Thyroxin 0.56 0,0015 0,090 0,135 0,42 0,89 80 


Aus den Tabellen ersieht man, daB bei ein und demselben Hunde 
die Umsatzgeschwindigkeit des Alkohols bereits in den Vorversuchen 
(Normalversuchen) keine konstante GréBe ist. Im Einklang mit den 
Feststellungen Widmarks finden wir, daf der Faktor r nur geringgradige 
Variationen zeigt, wiahrend die Unterschiede fiir den Faktor # erheblicher 
sind und beim gleichen Hund bis 45°, betragen. Auch mit den Befunden 
von Jungmichel, der mit der gleichen Methode an Menschen bei ein und 
derselben Person Unterschiede in den £-Werten bis zu 53 °,, gefunden hat, 
stimmen unsere Befunde gut iiberein. Aus den 6 Normalversuchen 
wiirde sich als Mittelwert 87 mg ergeben als diejenige Menge Alkohol, die 
ein Hund bei der angegebenen Versuchsanordnung pro kg Kérpergewicht 
und Stunde verbrennt. Dieser Wert kann jedoch unter Beriicksichtigung 
der sehr groBen Streuung und der geringen Versuchszahl nicht als ge- 
sichert betrachtet werden. 


Bei den Thyroxinversuchen bekamen zwei Hunde (M und Cs) 
taglich 1 mg Thyroxin ,, Richter“ subeutan. Hund B bekam 5 Tage lang 
taglich 4 mg Thyroxin ,,Roche‘‘ der Nahrung beigemischt. Die Alkohol- 
belastungen wurden in der gleichen Versuchsanordnung wie bei den 
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Normalversuchen am 6., 10. und 16. Tag (M), am 3., 6. und 19. Tag (Cs) 
und am 5. Tag (B) der Thyroxindarreichung vorgenommen. Die Alkohol- 
belastungsversuche wurden jeweils um 8.30 Uhr morgens ausgefiihrt ; 
das Thyroxin verabreichten wir nachmittags. 

Der Hund M verbrennt den Alkohol unter Thyroxinzufuhr etwas 
langsamer, wenn wir als Vergleich den aus den zwei Normalwerten er- 
rechneten Mittelwert nehmen. Hund Cs zeigt nach dem 6. Tag der 
Thyroxinzufuhr eine geringe Zunahme der Alkoholverbrennungs- 
geschwindigkeit: am 19. Tag keine wesentliche Anderung mehr. Beim 
Hund B laBt sich itiberhaupt keine Beeinflussung des Alkoholumsatzes 
feststellen. 

Nach den angefiihrten Versuchen zeigt es sich, dab chronische 
Thyroxinzufuhr beim Hund auch dann keine wesentliche Veranderung 
der Alkoholverbrennungsgeschwindigkeit verursacht, wenn die Tiere 
vorher und wihrend der Thyroxindarreichung bei konstanter, relativ 
eiweipreicher Kost gehalten wurden. Technische Griinde machten uns die 
Fortfiihrung und den weiteren Ausbau der Versuche unméglich. Wenn 
wir daher iiber den Einflu®B der Ernaihrungsart auf den Alkoholumsatz 
nichts Endgiiltiges aussagen kénnen, so soll doch die vorliegende Mit- 
teilung darauf hinweisen, daB bei der Untersuchung der Hormon- 
wirkungen dem Ernahrungsfaktor besondere Aufmerksamkeit gebiihrt. 


Zusammenfassung. 

Es wurde die Verbrennungsgeschwindigkeit des oral zugefiihrten Alko- 
hols beim Hund an Hand der Widmarkschen Mikromethode und in An- 
lehnung an seine Berechnungsformeln geprift. Es ergab sich, da&B Hunde 
bereits unter physiologischen Bedingungen und bei gleichférmiger 
Nahrung erhebliche Unterschiede im Alkoholverbrennungsvermégen 
zeigen. Chronische Thyroxinzufuhr verursacht keine Anderung des 
Alkoholumsatzes. 

Literatur. 

1) Widmart, diese Zeitschr. 282, 79, 1935. 2) Jungmichel, Alkohol- 

bestimmung im Blute. Carl Heymanns Verlag, 1933. 








Kristallisation des Proteins der Acetaldehydreduktase. 


(Kurze Mitteilung.) 
Von 
Erwin Negelein und Hans-Joachim Wulff. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 
(Bingegangen am 22. Januar 1957.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Das Pyridin, das bei der alkoholischen Garung den Acetaldehyd 
nach der Gleichung: 
Dihydropyridin. + Acetaldehyd = Pyridin + Alkohol 


reduziert, ist in einem Nucleotid (Diphospho-Pyridinnucleotid), das 


Nucleotid an ein Protein gebunden. Dieses Protein den Eiweib- 
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Abb. 1. 
teil der Acetaldehydreduktase haben wir isoliert und in kristalli- 


siertem Zustand gewonnen. 

Das Protein kristallisiert aus Ammoniumsulfatlésung in sehr diinnen, 
oft sechseckigen Blattchen, die in senkrechter Stellung unter dem 
Mikroskop als Nadeln erscheinen (s. Abb. 1). 

Zur Bestimmung des Proteins benutzten wir anfangs den Gartest, 
spater, weil es einfacher ist, die Umkehrung der biologischen Reaktion, 
d.h. den Vorgang von rechts nach links obiger Gleichung. Die Ge- 
schwindigkeit, mit der Alkohol durch das Pyridin oxydiert wird, wurde 
Das hierbei entstehende Dihydro-Pyridin 


manometrisch bestimmt. 
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wurde durch gelbes Ferment und Sauerstoff reoxydiert, der Acetaldehyd 
wurde durch Semicarbazid aus der Lésung entfernt. 


Beispiel. 


Temperatur 20°. Gasraum: Sauerstoff. pq 7,8. 





1,0 cem 0,15 mol. Pyrophosphatpuffer 
0.3 0 Semicarbazi s 
Im Hauptraum ae = 10-8 1 TL. Ay acepeiingyes. | a 
des VersuchsgefifBes | moos . 5 mol. Lisung von gelbem Ferment 
suchs | |. O1 2 Alkohol 
10 . Proteinlésung = 0,35 .10-5 mg kristallisiertes Protein 


Im Anhang ) - , : 4 
; 0.40 mg Diphos -P ‘le . 8 ee asser 
des Versuchsgefiises \ 40mg Diphospho-Pyridinnucleotid, gelist in 0,3 eem Wasser 


Nach dem Einkippen \ ad oe , 
des Anhangs { Verbrauchter Sauerstoft 
10 Min. 7,8 emm 
| a 15,5 
30 22,6 


” 


Zur Gewinnung des Proteins der Acetaldehydreduktase wurde Lebedew- 
Saft aus untergariger Bierhefe benutzt. Die Reinigungsschritte sind folgende: 
Lebedew-Satt wird auf 56° erwarmt und der Niederschlag wird verworfen. 


Fraktionierte Fallung mit Aceton. — Fallung durch Methanol. — Trocknen im 
Vakuum. Die Substanz wird in Wasser gelést; nach Zugabe von Barium- 
acetat und Alkohol wird die Losung auf 40° erwairmt. —- Der Niederschlag 
wird verworten und die klare L6sung wird dialysiert. — Fraktionierte Fallung 
mit Ammoniumsulfat. —- Fraktionierte Fallung mit Alkohol. — Trocknen im 
Vakuum. Die Substanz wird in Wasser gelést. Durch fraktionierte Fallung 


mit Ammoniumsulfat wird das wirksame Protein als kristallinischer Nieder- 
schlag gewonnen. 

Uber die Wirksamkeit des Proteins der Acetaldehydreduktase ist 
zu bemerken, daB in dem oben angefiihrten Beispiel 0,35 y Protein 
pro Minute die Ubertragung von 0,75 cmm Wasserstoff des Alkohols 
auf das Pyridin bewirken. Nimmt man an, da das Molekulargewicht 
des Proteins 70000 betragt, so werden von einem Molekiil Protein bei 
20° pro Minute etwa 7000 Molekiile Alkohol zur Reaktion gebracht, 








Berichtigung und Nachtrag 
zu der Arbeit .Photometrische Bilirubinbestimmung*. 
Von 


L. Jendrassik und R. A. Cleghorn?!. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Pées. Ungarn.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1957.) 


Bei Anwendung der angegebenen reinen Reagenzien sind die gewohnlich 
richtigen Werte fiir s nach einer Ablesung von 3 bis 5 Minuten bei Ver- 
wendung von 0.5 cem Diazo 0.03 (bei 1 cem Diazo 0,06) entsprechend den 
auf S. 4 der Mitteilung angefiihrten Werten. In der Beschreibung der Aus- 
fiihrung der Methode auf S. 3, Zeile 7-—-8, und in den Beispielen der Be- 
rechnung (S. 3, Zeile 6 und 8 von unten) sind dagegen doppelt hohe Werte 
von s beriicksichtigt, welche aber nur fiir weniger reine Substanzen zu- 
treffen und im allgemeinen durch die oben angegebenen Werte zu ersetzen 
sind. 

Zur Bestimmung von s fiir gegebene Coffein- und Natriumbenzoat 
praparate verfihrt man wegen ihrer oft bemerkbaren Eigenfarbe am besten 
wie folgt: Man bereitet zwei Reagensmischungen: 

A. 4ecem Coffeinmischung 5,0 cem Wasser 1.0 Diazo, 

a a ne 6.0 
vergleicht 4 Minuten nach der Herstellung die beiden Lésungen mit- 
einander bei 3 em Schichtdicke durch Filter 8S 43 und findet auf Grund der 
Lichtabsorption E}* 8. 

Aus demselben Grunde nimmt man bei dem Verfahren zur genauen 
Ausschaltung der Gelbfarbung mittels Kontrolll6sungen (S. 4, Zeile 17 bis 18) 
anstatt Wasser ein Gemisch von 2 cem Coffeinmischung und 3 cem Wasser. 


, 


'’ Diese Zeitschr. 289, 1, 1936. 
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